
Facultad de Química 

FORMAS MOLECULARES DE LA PROLACTINA A 
TRAVES DEL CICLO MENSTRUAL, ~}:/~1J 

EMBARAZO Y LA LACTANCIA (:1~;r~:~1~o/, 

T E s 

~fiE~tf.1)t 
i:.X~\.<>l:t:IH.5 f'WJf·i:.:)IJllALE:J 

FAC. OC. QUlMJCA 

s 
Que para obtener el Título de 

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 

p es en ta 

RAFAELA GONZALEZ COTA 

¡L~IS C(N 
iALLA LE OR'.GEtl 

l 9 9 l 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



CAPITULO I: 

CAPITULv lI: 

N D C E 

ltlTRODUCCION 

GENERALIDADES 

PROCEDIMIENTOS UTILIZADOS 

l. Filtración en gel 
i. F<adioinmunoanálisis .lI!lfU. 
3. Cromatograf1a por afinidad 

Pagina 

16 

17 

17 
19 
21 

CAPITULO III: MATERIAL Y METODúS 27 

CAPITULO IV: 

1. Reactivos 26 
2. Preparación de las soluciones 

amortiguadoras empleadas 2~ 
3. Material Clínico 31 
4. Procedimiento 32 

Filtración en gel J¿ 
curva de calibración de Peso 
Molecular 33 
Radioinrnunoanálisis de 
Pro lactina 3Q 
Cromatografía por afinidad con 
Sephdrosa-Concanavalina-A 37 

RESULTADOS 

1. CICLO MEliSTF<UAL NORMAL 

JI. EMBARAZO 4Ó 
ai Estudio en liquido amni6tico 4ó 
bi Estudio cromatográfico de 

los sueros 4b 

III. POSTPARTO Y LACTANCIA 

IV. PATOLOGIAS ASOCIADAS A LA 
5ECRECION DE PROLACT!NA 
ai Normoprolactinemia con 

galactorrea 
bi Hiperprolactinemia con 

galactorrea 
e) Síndrome de amenorrea

galac~orrea (SAV) 
di Hiperprolactinemia con 

amenorrea 

49 

50 

51 

51 



é:Af'lTULü V: 

APENDié:E: 

BIBLIOOf<AFI1<: 

DISCUSiüN Y é:üNé:LUS!úNES 

Descripción de Figuras y Tablas 

d3 

90 

99 



C A P T U o 

1 N T R o D u e e 1 o N 



La prolactina lPRL> es una hormona que se encuentra presente en 

la mayorla de los vertebrados, siendo secretada por las c&lulas 

aclddfilas del ldbulo anterior de la hipófisis. Presenta marcado 

efecto sobre la lactancia, Que fue lo que condujo su 

descubrimiento y su designación temprana de hormona 

lactogénica. 

Fue aislada por pr1mera ~ez en 1937 partir de hipófis1s de 

oveja, sin embargo, fue hasta 1971 cuando la PRL pudo ser 

identificada en la especie humana como una hormona distinta de la 

hormona del crec1miento tGHl, con la que se encuentra me~clada en 

los extractos h1pofisarios, siendo muy dificil de separar, por su 

baJa concentración en relación la de la GH (1>- En la 

actualidad ha sido bien caracter1=ada, se sabe que es un 

polipépt1do de 198 am1no~c1dos con tres puentes disul1uro y un 

peso molecular CPM) apro>:imado de 22,000 CFig. 1) (~). 

La PRL presenta gran semeJan~a estructural con la GH y con el 

lactdgeno placentario CHPLl, hormonas pol1peptldicas que tienen 

zonas de gran homolog1a con PRL en su secuencia de am1noac1dos 

(3). Se piensa que las tres hormonas derivan de un gen ancestral 

camón {4), puesto que poseen algunas caracterist1cas btológicas 

compartidas, como son: tl su acc1dn lactog~n1ca o propiedad de 

estimular la glandula mamaria de los mam1teros para la produccidn 

de l~che, accidn que es espec1f1ca de la PRL, Zl acción sobre el 

crecimiento de los teJ1dos y efectos metabdlicos, caracterist1cos 

de GH y del HPL durante el embara~o <51. Debido a esta semejanza 

estructural, la PRL y ta GH presentan también cierto grado de 

inmunoreactiv1dad cru:ada, lo Que en un pr1nc1pio dtficultd su 

separación haciendo dudar de la e::1stenc1a de la PRL como una 

hormona distinta de la GH. 

Aderuás de 

atribuye a 

crecimiento 

las prop1edades lacto9én1cas ya mencionadas, se 

l• 

de 

PRL 

la 

un papel 

9lándula 

mamotrdpico, condic1onando el 

mamaria a la pubertad y un efecto 
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sobre la biosintes1s y secreción de la progesterona. favoreciendo 

la formación del cuerpo lGteo del c1clo menstrual normal. A este 

respecto e:c1sten a!gunas contr~vers1•~. ;ue$ otro5 invest1qadores 

han mostrado una acc1ó" luteol1t1ca de la PRL en estudios ''1n 

vivo'' reali:ados r~t~s dur~nte e: ciclo estro~énico y se 

piensa Que d1ctla acción puede ser e::tens1va a la muJ~r en los 

últimos d1as de1 ciclo (61. 

Durante el embarazo e·:i~te estado de h~perprolact1nemia 

fis1ol6g1ca muj importante, sin embargo no o~urre la lactancia, 

debido a la ele~ada ~oncentr~ción de eslero1des producidas car la 

placenta. Se ha suqer1do que en es~a ~taoa el p~pel principal de 

la PRL es el desarrollo de la glándul3 n1amar1~ <diferenciación 

lobulillar) :-t s1J preparación para la. lacta.nc:a. íFig. :1, la cual 

se present& después del parto. al caer bruscamente los niveles de 

estr69~nos y de p~u9esterana (71. 

En el liqUidc... amn1ót1co !LA) tambi.én s~ encuentran grandes 

cantidades de PRL producida por 12 decidua de la pl~centa (8), y 

se cree que en el teto la PRL tiene varias funciones: acción 

sobre el crec1m1ento. un paoel o~ hormo11a osmorreguladara y 

posiblemente tan1bién en la maduración del pulmón fetal (9). 

En el puerperio, la prolact1na de<::ecrpeña un papel cla"Je para la 

secreción de leche ~n la 9lándula mamaria diferenciada. acción 

aue reouiere el efecto lnductor y la participación de otras 

hormonas como insulina ¡ cort1sol; sin embar~o, la PRL por s1 

sola puede estimular la s1ntes1s de prote1nas de la leche, tales 

coma case 1na ~ lacloalb(1mina (llJ) y probablemente ta.11b1én esté 

implicada en el m~ntenimiento de la concentración de Na- en la 

leche, ya aue se ha demostrado aue esta hormona promueve la 

r~tención de sodio eri la ~iándula mamaria. Además se sabe ~ue 

incrementa la c~pac1d2d de esta glándula para atraer y retener 

linfoblastos secretores de lgA. Aunque se desconoce el mecanismo 

por el cual ésto ocurre. el fenómeno es de gran interés, ya que 



los anticuerpos presentes en la leche materna Juegan un 

importante papel en la defensa del inf~nte contra enfermedades 

m1crob1ana.s. Después del parto los n1~eles de PRL d1sm1nuyen, 

cero se mantienen elevados en relación a los del ciclo menstrual 

~n las madres que amamantan a sus hlJos, presentandose un aumento 

notable de la concentración sér1ca de la PRL después de cada 

succ10n, lo que a.;;egura el manten1m1ento de la 11ctanc1a <Fig. :::) 

( l ll. 

l~ PAL se relaciona con la reproducción no solo por su 

intervención sobre la lactancia. sino colaterlamente preservando 

a la mujer de un embara::o intercL1rrente. ya OL1e mientras la PRL 

se conserva elevada, afecta negativamente al ciclo reproductivo. 

A este respecto, estudios real1::adas rec1entemente han perm1t1do 

establecer oue la h1perprolact1nem1a interrumpe la funcion 

ov~r1ca por tres n1ecan1smos diferentes: 1> lnterf1ere con el 

"feed bacl" positivo que eJercen los e~trói;ienos O'.·ar1cos sobre el 

e Je h1~atálamo-h1pof1s~rio. _, interrumpe l:>. secreción 

pulsátil de 

<LH-RH> 

la hormona h1oat~lamica liberadora de yonadotropinas 

subsecuentemente la secreción de 9onadotrooinas 

hípofisarias y estrógenos ovAr1cos,3} modifica los receptores 

ova ricos creando cierto grado de insens1b i l 1dad las 

9onadotrop1nas <t:>. Esto explica el por Qué se presenta 

anovulac1ón, amenorrea y/o galactorrea 

hiperprolact1nem1a patológica <F19. 4l. 

en los estados de 

Las cifras de referencia de PRL en suero son: en la muJer normal 

<~O ng/ml, y en el hombre <10 ng/ml; valores por arriba de estas 

cifras san con~iderados correspondientes a h1perprolact1nem1a, 

que puede ser moderada, si las cifras de PAL no sobrepasan los 50 

ng/ml. Este tipo de h1perprolat1nem1a generalmente se asocia al 

uso de f~rmacos y drogas ps1cotrdcicas o bien a una d1sfunc1ón 

del eJ~ hiootalamo-h1pof1sar10. La hiperorolact1nem1a se 



considera importante cuando la PRL se encuentrq por arriba de la 

cifra mencionada. E}:isten varias situaciones c::ltnicas asociadas 

a conc:entrac1ones ele•.tadas de PRL en sangre (Cuadro 1>. Una de 

ellas es por la presencia de un orolactinoma Ctumor h1pof1sario 

productor de prolactina·, en cuyo caso se encuentran generalmente 

cifras de PRL suoer1ores a los 100 ng/ml (F1g, 5l; s1 éstos se 

excluyen, Queda como causa mas común de hiperprolact1nemia lo que 

se define como un ''transtorno d1sfuncional''• término no muy 

adecuado ya que no ofrece la 9arant1a de descartar un proceso 

anatómico incipiente. 

La e::presión c!1n:c~ .nas caracterlstic~ de la hioerprolact1nem1a 

es la galactorrea, que puede definirse como una secreción 

persistente de la mama, parecida 

ocurre sin relación al parto. o bien aue persiste durante ~arios 

meses postpa1·to en ausencia de amam&ntamiento ll:>. 

La galactorrea se presen~~ tanto en el hombre como la mujer, 

en una amol1a var1edad de trastor~o~ e~do~rincs y no endocrinos 

(Cuadro 2>. En el hombre la 9alactorrea es menos frecuente. 

supuestamente pot·que la mama recibe menor estimulo estrog!n1co. 

La causa m~s con1•Jn de 9al&ctorrea en el hombre es la presencia de 

tumor h1pof1sar10. En la iTIUJE-r se puede presentar 

hiperprolact1nem1a con o sin galactorrea en los siguientes 

tra$torno~: tumor h1pof1sar10 (~0~ de lo~ casos). amenorrea 

hipotal~mic::a, anovulac1on crónica con trastornos menstruales 

moderados, fase lúte~ def1c::iente. En el hombre se pueden 

mencionar: tumor hipafisario, trastornos tiroideos, acrome9alia y 

el uso de digital y antagonistas dopam1nérg1cos <14l. 

Por otra parte. puede presentarse también galactorrea. en muJeres 

que tienen niveles normales de PRL <15>. lo que se ha tratado de 

explicar en base a varias teor(as: 1) una excesiva sensibilidad 



del tejido mamario 4 dicha hor1nona, debido a un aumento de los 

receotores de PRL. 2> cambios en los ritmos de secreción de PRL, 

~> a un¿ elevada concentracidn de GH <16>. 

Como y~ se mPr1c1onó, la PAL es una hormona que oresenta varias 

funciones que se h~n tratado de e::olicar en base a la presencia 

de diferentes form~s molecul3res de la hormona. Restiltados de 

estudios renl1~ados rec1entemente por métodos electroforét1cos 

(17> v cromatograf 1cos (18> demuestran qLte la PRL al igual que 

otras hormonas polipept1d1cas, se caracter1~a por su 

heterogeneidad molecL1lar. Las diversas farmas molecul¿res de PRL 

<1sohormonasl han sido detect&das en e::tractos h1oof1sar1os 119), 

er1 suero y plasma de muJeres h1o@rorolact1ném1cas 1:0 1 ~1) en 

p~c1entes con tumor en el 11ou1do 

cefalorraquidea 118) y en el lfau1do amn1ót1co {~3), Se ha 

menctonada aue estas 1sohormonas oueden d&semoe~ar diferentes 

funciones. 

A la fecha son b1en conocidas 3 for~as moleculares de PRL 

rev~ladas por f1ltrac1ón en ael. La mas imoortante en el perfil 

cromatogr~fico es l¿ ma~ peque~a de las tres que eluve en las 

fracciones carrespond!entes al estándar d@ 12~1PRL~ P5 una 

estructura ~en oeso molecular de ~= ~.d. A esta forma molecular 

se le des1qna ''l1ttle'' PRL, corresoonde a la forma monomér1ca de 

la hormona y parece ser la forma mas activa. La~ otras des 

formas moleculares de mayor tama~o son ''b19-b1g'' PRL que eluye 

Justo después del vol•)men de •::clus1ón del sistema (Vol con un 

peso molecular aproximado de 100 f:d. y la ''b1q·' PRL con PM d~ 40-

65 ~·d, que aparece en el ~olúmen de eluc1ón de la albúmina (24, 

~s. ~6>. 

''little'' PRL. Se cree que la ''btg'' PRL puede ser el d1mero y 

''b19-bi9'' PRL un polímero a el precursor de la hormona <25. 27, 

28). 

En estudios recientes se ha reoort~do la or~senc1a de una 
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·..rariante de PRL 9lucos1lada <G-PRL> con Lln PM aproximado de 

:::s 0!)0 za 000, ha sido aislada de cultivos de tumores 

secretores de PRL <~9> se ha ident1f1cado también en suero 

humano l301, Dicha forma parece ser menos activa que la forma 

monorn~rica no glucosilada de PRL CNG-PRL) y es d~ lnterés por 

considerarse aue r~gula la concentrac1ón de la orolact1na activa 

<2:::! ~.d ¡. A~l,el ool1mo1·fisr10 de PRL es mu·; importante porque 

parece 91.1ardar relac1on con la a.ct1v1dad b1olo91ca de la hormona 

<'25, 26, :'9). 

Por e~ta ra:dn SP cc0r1~1deró necesar10 e~tL1d1ar· la cornoos1c1dn 

cualitativa y Ía propo1·c.1ón de las d1f~r·e11tes formas mol~culares 

de PAL, tanto muJeres con 

trastornos secreción. Hdsta ana1~a los escasos estudios 

reali:odcs en muJeres durante el c.1~lo menstrual han dado 

diferentes r~~ul~~dos en cuanto a la d:~tr1buc1Jn cugnt1tat1va de 

las pr1nc1pales formas .nolectilar·es de PRL. debido prc1bablemente a 

que en cond1c1cnes norm~:~s. esta liarmona se encuer1tra en una 

concentracion mL'Y na/ml), lo que d1f1cu!ta SLl 

cuant1fic<i.c1ón en las ff'ar;c1ones resultantes de la cromatografla. 

en gel (18,20.31). 

La m1sma discrepancia SP ha presentado ¿n las estudios reali:ados 

en sueros de muJeres embara;adas y lactando. tal ve= d¿b1do a las 

diferentes caracter:~t1Las cllnicas de las DdCientes estudiadas 

(32, 33, 34). En conse~uenc1a no se conoce con e1:act1tud et 

perfil cromatograf1cc no1·rnal. n1 el s1~n1f1cado fisiológico de 

los cambios que ocurren en las formas moleculares de la PRL a 

través del ciclo me11strual. la gestación y la lactancia. 

p~ns~ndose Que se podrlan relacionar can las diferentes fur1ciones 

atrtbUldas d l~ ho~~on~ ~ oue podrlarl residir en estas variantes 

molecul~res. Se ha su9er1do también QLte al9unas de l¿s moléculas 

detectadas oueder1 ser art1f1c1os resultantes de la descomoosic1ón 

dP.l material biológico durcnte el procesamiento de las muestras o 

su almacenamiento en condiciones inadecuadas (18). 

7 



Por ello, el obJetivo princical de esta tésis fue estudiar el 

perfil cramatoqrat1co d~ la PRL circulante en mu:~res con ciclas 

menstr·uale-s normal1~~ loara contar un ounto de referencia 

conf1ablel 1 v er1 muJeres embara:adas y lactando ca~ el fin de 

real1;:ar L~n anrllis1s campa1·::i.t1vo. y determ1nar s1 los canb1os de 

1 as 1 sohormun as través del ciclo 

lactanci~, se relacionan al estado t1s1ológ1co. 

Colateralmente y con el obJetQ ce comolementar la información 

sobre el posible papel de l~s formas moleculares de la PRL, se 

anali=ó tambtén el suero de al9unas muJere~ can alterac1ones en 

la secreción de PRL, como sar1 aquellas que presentan oalactarrea. 

amenorrea, o afnenorrea-galactorrea <SAGJ as1 como algunds 

paci~ntes con prolact1nom~; tacto esto fin de relacionar las 

formas moleculares con el amb1~nte hormonal y el estado 

f1s1op~tológ1co, tratando de averiguar cuál 

b1ológ1co dr:.> la heterogeneid?.d de esta. hormon=:.. 

8 
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Figura 1. Eatrucluraa de prolactina (parte auperior) y de hormona del 

crecimiento humana (dibujo inferior). Puede apreciarse la ncmcj<l!! 

za entre ambno hormonas. 



Hl DROCORTI sONA 
l~SULlNA 

PRL 

figura 2. CMblos t?n la estructura lobulillar-alvcolar en la mruaa humana. 

En aunencia de embarazo se observan simples conducton ramlficadas. 

Durante la gestación cabe apreciar proliferación de lobulilloG 

y alveolos. En el puerperio, con la lactogénesls, el sistetrta de 

conductos se llena de leche y las células lactógenaa aumentan de 

volumen con st.ntcsls actlva. 
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Figura .1.- Respuesta de la prolactina sc-r1l·;t a la succi<i11 dur.anlt• 
el postparto en mujeres normales. 
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Figura 4.- La hiperprolactinemia tiene predominantemente dos 
sitios de interferencia: uno sobre la secreción de la hormona 
liberadora de gonadotropinas (LHRH) y la otra a nivel ovarico 
antagonizando con las gonadotropinas (FSH yLH). 

• 
12 

LH RH 

' • . ,,,, 



CUADRO l. 

ESTADOS DE HIPERPROLACTINE"!A. 

DESTRUCCION H!POTALAMICA 

SECC!ON O CO"PRES!ON DEL TALLO Hlf'OF!SAR!O 

TU"OR H!POF!SAR!O 

Hlf'OTIRO!D!S"O 

!NSUF!C!HJCIA RENAL 

SINDRO"E DE OVARIO f'OL!QU!ST!CO 

FAR"ACOLOG!COS 
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figure s .• En nlgunoa casos da tumor hipofisario loe nivelas 
da prolactin• auparan loa 2,000 ng/~l. 



CUADRO 2. 

CAUSAS "AS FRECUENTES DE GALACTORREA. 

1. ENDOCRINA 

-TU"OR HIPOFISRR!O 
-SINDRO"E DE A"ENORREA-GALACTORREA 
-SINDRO"E DE SILLA TURCA VACIA 
-SECCION DEL TALLO H!POF!SRR!O 
-SINDRO~E DE CUSHING 
-H!POTIROID!S"O 
-ACRO"EGALIA 

2. NO ENDOCRINA 

-ESTl"ULACIDN REPETIDA DEL f'EZON 
-!RR!TAC!ON DE LA f'ARED TORAC!CA (HERPES, QUEMDURA. 

C!RUG!Al 
-IATROGEN!CA (ANTAGONISTAS DOf'A"!NEF:G!COS, BLOQUEADORES 

ADRENERG!COS, ANT!CONCEf'TIVOS S!STE"!COS> 
-CIRUG!A PELVICA tH!STERECTOM!A V OOFQf:ECTO"!Al 
-!RR!TAC!ON UTERINA (O!Sf'OS!T!VOS ANTICONCEPT!VIJS> 
-NEFROPAT!A CP.ON!CA 
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PROCEDIMIENTOS UTILIZADOS 

La cramatoqrai1a ti en~ gran lmoortanc1a como proced1m1ento 

anal1t1~D a ut1l1=ar cuando las sustancias por anali=ar deben ser 

o:r~s ante~ d~ som~terse su determ¡nac1on 

cuan tita t 1 ·,1 a. El pr1nc1p10 general de la separación 

cromatogr~f1ca de de ~t1stanc1as es el de 

d1str1bl1c10n o part1c1dn entre dos fas~s. Una d~ estas fases, 

llamd~a ''fa~e estac1onar1a'' 1 es inmo~1! y su superf1c1e grande; 

la otra en cambio es móvil y atrav1P5a la fase est~c1onar1a. 

La t~se e~t~~1on&r1a genq1•3lmente es sOl!da l~dsorbente>, pero 

pued~ Sl?r 1111u1da, en c<i:mb10 como fil.se mó·.·:l :.e L•t1l1:'an ltqu1do:: 

El -flLIJO Ce la 

fas~ móvil a tra~és de l~ fase estac1onar1a lagra seo~r~r las 

sustancia~ Que fueron retenidas de acuerdo a su~ caracter1st1cas 

f1s1co-ou1.m1cas. 

E~ func1ón de lo5 d1st1ntas t1cu~ de fuer=3 oue actúan er1tre las 

sustanc1as. por separar y la fase i:?st;ic1ona.r1a, los proced1m1entos 

cromatografl~ de adsarc1ón, de 

intercambio i6n1cc. d~ d1str1buc1ón. de f1ltrac1ón en gel y 

cromatagrafta rle af1n:.d<:ld C~5>. 

La f1ltr-"!c1ón proc~d1m1ento cromatc9raf1co 

introducido 001· Porath y Flod1n en :959 <:6>, en él la seoarac1ón 

~Q be.=..,. 1.·n ur • .i ¡_¡r'JP~"'dud relat1·•.am1?nte llUE=>'"ª entre lo.¿, .nétodo;:, d~ 

fracc1onam1~nto: J¿ d1fqrPnc1~ dP la~ d1mens1one~ moleculares c~e 

poseen los comcanPntcs del an~l!Sls. La crornato9raf1a en gel 

ut1liz~ ca~10 fase estacionaria un gel sin car9a3, q1.1e t1p1camente 

est4 formado por pollmeros de glucosa o destranas. macromoléculcs 

que ~P caracter1=an oor prpsent~r enlaces entrecru:3d~s <cross-

ltnLP.d) q1.1e Ca 1...in an11a:::ón tr1C1mensinnal que loe; hace insolubles. 
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y en lugar de disolverse en el liquido, se hinchan, tomando gran 

cantidad de disolvente. 

As1 la cromatograf1a en gel, tambi~n llamada cromatografia de 

exclusión, seo~ra las sustancias de acuerdo su peso 

molecular, las moléculas grandes emergen or1mero, m1entras las 

más peque~as permanecen por mas tiempo en la fase estacionaria 

(F1g, 6). Par·a muchas grupos de sustancias. se encuentra una 

correlación estrecha entre el peso molecular o tamaAo de la 

molécula y el comportamiento de elución. y para fines practicas. 

el vol~men de elución es~a determ1nado enteramente por el peso 

molecular, lo cual s~ e::plica en base al modelo introducido por 

Flod1n, según ~l CLtal el coef1c1ente de partición del salute 

ent1·e la f~se del gel y la fase 11qu1da e5ta regido por efectos 

estér1cos eKclusivamente. 

El autor hdce notar oue l~ matr1: del gel ocuoa gran espacio en 

11:1.s cerca.nlas de los enlace~ cr·u:-ñdos. Asl las moléculas grandes 

no pueden penet1 ar~ dl'ntro de estas re91m1es, mientra-=- Qt.te las 

peque~as pueden apro::1n1arse y penetran ~ los esoac1os entre las 

cadenas de la matrl= del gel, por lo ct1al estardn 1gt1aln1ente 

d1str1buld~5 entre el 11au1do libre y el llau1do ~n el gel. Las 

moléculas grandes no tienen acceso d~ntro del gel y el 

coeficiente de part1c1dn se despla=a en favor del liquido oue se 

encuentra afuera de las part1rulas del 9el. E~to induce a que 

las moléculns grandes salgan del medio cromatogr~f1co antes que 

las moléculas oeque~as <=7>. 

Desde su introducción. la cramatograf1a gel ha tenido gran 

aceptación, tal ve:- d~bida que es una tecnica fac1l de 

realizar, poco afectada por factores como la temoeratura o el 

eluyente y Glil para fraccionar compuestos muy l~b1les 1 con poco 

riesgo de que sean desn a tLt ra 1 i ;:a.dos durante el proceso. 

Dependiendo del tipo de gel empleado, se pueden fraccionar 

sustancias con oeso molecul~r por abaJo de 700 daltons <d>, hasta 
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aquellas con valorPs superiores a 40 X 10~ d. Ade~ás. los geles 

pueden ser ut1l1=ados una y otra vez, ya que generalmente son muy 

estables y no necesitan regeneración. un mismo gel puede ser 

usado varias veces oue se alteren sus oroo1edades 

cromatográf1cas, siempre y cu~ndo se evite su contaminación con 

bacteria~ u hon40~. 

Por todas las caract~r1st1cas anteriormente e~ouestas. la 

cromatograf 1a en gel es uno de los métodos de elección oara el 

fraccionamiento de prote1nas y el selecc1onado para separar las 

diversas formas molecular~s dP la PRL en el presente trabaJo. 

Para poder 1Uent1f1car y cuant1f1car la PRL en los sueros de las 

pacientes a estudiar y l~s fracciones resultantes de la 

f1ltrac1ón en gel, se t1t1l1=d el rad101r1niunoanal1s1s <RIA> 

procedtm1ento introducido por Yallo1~ y Berson 196•J. Esta 

metodoloyia s1w11f1có un avance mLty importante en las medic1or1cs 

de las hormonas, y Junto con otras técníciis como 1 as 

inmunoc1toquim1cas y los estudio~ de receptores han revoluc1onado 

a la Endocr1nolog1a. 

En el caso de las determ1nac1ones hormonales y en relación a los 

ensayos biológicos cl~s1cos, con el ~!A se ganó sensibilidad, 

esoecif1cidad y precisión, ademas de ser un método de fac1l 

realización y muy cor1f1able <38>. 

Este proced1m1ento basa en la competer1c1a que se establece 

entre dos ant19enos iguales Cuno 1'frio'' y otro radioactivo> por 

un1rs~ a una cantid~d limitada de ant1cuer~o. La reac=1ón es la 

sic)u1ente: 

Ag + Ag• + Ac AqAc Aa ~6..i;, 

<fracción unidal 
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¿~ .;.nt1Qer.o fr1c: h·:.·~: ~=- :~ t-:~!"'r.":7r.'6 O'-lE' se d'?'E.f'a meCl!"'. !a 

mues~ra cor anal~:ar o en :~s s~l~~tones ~$t&ncar de d:CM& 

1 1 ::e., s.:.endo 

~spectf :camen~• contra la hormona QU~ Sd V3 2 de~e~m:nar. 

dur;:.nte él t1iaim:io suhcientF. para a.lc:an=3f' e-1 eoi.nlü:;r!o Ce· 1~ 

rpacti~n, s1en~o necesario d•5oué~ de l~ ~ncuba:1ón efe~tuer la 

S'!Oar.:1c1ón do l :as dos fracc1ones del rzd101nmunosnel&s1s 
!fr~cc1ón lib~~ )'unida ~l ant1cuerpoJ pQr ~l9un oroced1m1ento 

b1oquim1co adecu¿dO. a fin da conac~r la cant:daj de antl?eno 

r~rl1oact1~0 qu& se ha un1do al anticuerpo y Que se~~ inversamente 

crooorc1onal 

problema. 

la concentración de horruona pres~n~c en ~l 

~n una o en amb :i:iS fracc tones del ensa:.·o. ut 1 l t ::undo uri detector 

p~ra asl determinar e! grad0 de desnla:am:ento 

de la hormona rad1cac~1va p~r !a hormon~ fr\~ en 5u un1dn con el 

Ac f1nalme~te el o~rcenta;e de un1dn d& la hormona rndrcad~ en 

cad~ muectr~ l~U) ~@ rel~ciona a una cur~a @sta1idar elaborads con 

conc•ntraciorres conocid~~ ~e la hormona por m~d1r. 

En la actualidad. ~l RIA 

determ111ac1ón cuant1tat1v-3 de PRL y ha s1,Jo el iristrumento 

dia9nó$t1ca por el cual &e han determ1n~do v o~scr1to en 9ran 

ne e3ta minera. lo~ ~•t0dos de filtracldn en Qel y e! RlA en 

conJunto const1tuy~n la mq;or h~rram:enta otra el estudio d~ la 

comoosic1.jri cual it:..-.t1•.·i y cuar.t1t'a;t1va de Ph:l en l.as dJ•cJs-rsa;; 

$jtuac1on~s cllnic~s. ra:ón por i~ cual f~~ron los procedimientos 



seleccionados. 

Otro método de purificación utilizado en el presente trabajo fue 

la cromatograf1a por afinidad, que es una técnica que permite 

purificar las biomoléculas, en base a su función bioldgica o a su 

estructura qu1mica individual. Por este método se aprovechan l~s 

propi~dades de las sustancias una rea~c1dn altamente 

especifica en la que los participantes interaccionan entre si, 

por la afinidad que e::1ste entre ellas, formando un comoleJo 

estable, que se puede disociar una ve= que han sido eliminadas 

del medio lds sustancias co11tam1nantes, obteniendo as1 la 

sustancia af in en forma oura. 

La primera apl1cac1dri de la cromato9raf1a por afinidad. fue la 

adsorción selectiva de la amilasa en el almidón insoluble, en 

1910. Después en 1937, A::én, Porath y Ernback (:::9) recortaron 

que las moléculas contenienc1o grupos amino primarios padrlan ser 

acoplddas a matrices de oolisacaridos activados por bromuro de 

cianuro <CNBr>; ésto representó el 1nic10 de la cromatograffa por 

afinidad como una técnica de seoaración, que puede ser emoleada 

como un procedimiento de rutina para el anal1sis bioquímico de 

gran cantidad de compuestos biológicamente in1portantes (40). 

El principio bdsico de este tipo de cromatografía es inmovilizar 

uno de lo$ componentes del sistema (ligando> a un material o 

soporte poroso e insoluble lmatrf=l, ya unidos ambos forman una 

resina de afinidad CFig. 7) que puede emplearse para adsorber 

selectivamente del medio acuo~o al componente 

interactúa el ligando espec1ficamente C40i. 

con el que 

Para purificcr una sustancia por este método generalm~nte se 

utiliza una columna con la resinad~ afinidad seleccionada y se 

carga can la solución acuosa oue contiene el compuesto por 
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aislar. La sustancia por ligar se retiene selectivamente en la 

columna formando un compleJo con ~1 ligando, mientras que las 

sustancias contamínant~s san elu1das y se eliminan totalmente por 

medio de un !avado contlnuo con un eluyente adecuado <Fig. 8>. 

Ensequ1da se procede a romper el comoleJo formado cambiando las 

condiciones iniciales del sistema cromatogr~fico, lo cual ouede 

hacerse por medio de un caGb10 de pH o d@ la fuer=~ iónica del 

amortiguador usado en la cromatograf1a, o t~mbién usando agentes 

de desnatural1=ac1ón reversible, como la o el cloruro de 

guanidrna; entonces la $Ustancia unida a l~ columna de afinidad 

es elu1da en forma oura. 

La purificación que se logra es frecuentemente del orden de 

varios miles de v~ce~ y las recuo~raciones del material activo 

san generalmente muy altas. As1 la cromatografla por afinidad 

tiene efecto ~e concentración que permite orocesar grandes 

volumenes con recuperaciones muy elevadas. La gran selectividad 

de las separaciones deriva de la esoec1ficidad natural de las 

bio~oléculas interactuantes. Oeb!do a ésto. la cromatc9raf1a por 

afinidad se ha empleado para separar formas nativas de formas 

demnatural1:adas de 13 misma protelna, cara cur1f1car comouestos 

de mezclas biológicas compleJas y remover peque~as cantidades de 

material biold9ico, eliminando gr·andes c~nt1dades de sustan~1as 

contaminantes l41>. Por estas 1·a=ones, 5e eligió este método 

como el más adecuado para separar la fracción 9lucosilada de 

''little'' prolactina <G-PRLJ de la fr3ccidn no gluco5ilada CNG

PRL> mediante la unión esoecltica de la G-PRL a una colLLmna de 

Seoharosa-Concanaval1na-A, lectina perteneci~nte un notable 

grupo de protelna~ aue po5een la habilidad de reaccionar 

reversiblemente, por con residuos de azúcares 

e~peclficos corno manosa y glucosa <Fig. 9). 
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figura 6.- Representaci6n del princi¡tio de la filtrací6n en ~el. 
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SOPORTE O MATRIZ LIGANDO (CONCANAVALINA-A) 

1 1 

•

OH OH OH 

CH-CH-CH-S-CH-CH-Cl-I - - -
l. :z. 1 '2 

\ V I 
OH 

ESPACIADOR 

Figura 7.- Esquemntizaci6n de una resina de afinidad 



1 + 

lNMOVlLllAClON DEL LIGANDO (L) 

RETENCIIJN UF LA MUESIRA (M) l'UR fL f.IG,"00 

RO~IPIM!ENTO llEL COMPLEJO CON OUTENCIUN \ll l.A MUES'IHA PUl<A 

Figura 8.- Principio de la cromatografia por afinidad. 
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ESTRUCTURA DE LOS CARBOHIDRATOS 
EN HORMONAS GLUCOPROTEICAS 

GlcMAc O 

GolNAc • 
Mono•o O 
Gol e 

Ac. •lollco A 
fuco•• b 

so¡ V trYY 
-Asn- -Asn- -Asn'"' y 

-Asn-

J 

Figura 9.- Residuos de az~cares que son unidos JlOr afinidad 
a la Concanavalina-A. 
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MATERIAL Y METODOS 
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1 • REACT! VOS 

Sephade:< G-1l11J. Tamaño de part1culas: 40 - 120 µ. Volumen 

de lecho por qramo de gel seco: 15 -=o ml. 

Sepharosa-Concanaval1na-H, suministrada como una suspensión 

de 100 ml de yel sedimentado en una solución de buffer de 

acetatos cO.lM, pH6> conteniendo NaCl lM, CaCl 2 lmM, MgCl2 

lmM, Mncl:;t lmM y Merth1olate to.a::') ~d1c1onado como 

conservador. El gel deberá guardarse a 4 - a•c. 

Buffer de fosfatos O.lM pH 7.4 

PBS pH 7.4 <buff~r d~ fcsfatos salino> 

PBS-8SA O.lX pH 7.4 <buffer de fosfatos salino con alb6mina 

bov1nai 

Hidróxido de amonio 

Acido acético 

Acetato trisód1co 

t'.'2HP1J .... 3H 2 0 

t:.H2 PO.,. 

NaCl 

CaCl:z 

MgCl:z 

BSA (albúmina sér1ca bovina) 

Marcadores de peso molecular para filtración en gel, de Sigma 

Chemical Comoany : Cltocrcmo C <CYTOCROME C, horse heart, PM 

12 41-)0) 10 mg/Y1al. Anhidrasa. carbónica <CARBONIC ANHYDRASE. 

bov1ne erythrocytes, PM 29 01JOl 15 mg/vial. Ovoalbúm1na. 

<DVOALBUMIN, egg, PM 45 000) 25 mg/v1al. Albúmina bovina 

(ALBUMIN, bovine serum, PM 66 000) 50 mg/vial. Azul De:~tran <BLUE 

DEXTRAN, PM 2'000,000) 5a mg/vial. 
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Los siguientes react1•1os para 

prolactina, de la c~sa CIS-SORlN lProlact1n radio1mmunoassay 

kit): 12~ 1-PRL 11of1l1zada. con rad1oact1v1dad apro:nmada de 1.5 

µC1. Estandar de prolact1nQ <7 viales con 12s siguientes 

concl'ntrac1ones de prolact1na. en ng/ml: 1). 3.3, 6.6. 13.::~ :;:;, 

66 y 13~}. 

Ant1suero de coneJo para prolactina humana: contiene ant1suero 

especifico para prolact1na humana, protetnas, conservadores y un 

colorante a:ul. 

Reactivo inmunoorec1pitante: contiene buffer de fosfatos, 

poliet1len glicol, segundo anticuerpo <anti 9amma9lobulina de 

coneJo) y conservadores. 

Buffer dí:! fosfatos (\.1 r1 pH 7.4: contiene f;H'2Po •• Na~HPD .... :H20, 

prote1nas y conservadores. 

Sueros control: contienen suero htJmano con una concentración 

conocida de prolactina y conservadores. 

2. Preparación de las soluciones amortiguadoras empleadas: 

Buffer de fosfatos •). 11'1 pH 7.4 

K2HP0 •• 3H~O 22.0::3 9 

Aforar a un 1 i tro con agua destilada 

KH2PO,.. 13.609 g 

Aforar a un litro con agua destilada 

A un 1 i tro de 1 a soluc 1ón de •~ 2 HPO,.. O. lM agregar un volumen 

suficiente de KH2 PO. 0.1 M para obtener el pH deseado. Adicionar 
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1 9 de az1da de sodio por cada litro de solución preparada, como 

conservador. 

Buffer de fosfatos salino O.lM pH 7.4 <PBS> 

A un litro de buffer de fo~fatos O.lM cH 7.4 adicionarle 9 g de 

NaCl y medir el pH, si es necesario aJustar nltevamente el pH de 

la solución con KH2P04 0.1M. 

Buffer de fosfatos salino, con albúmina bovina o.ir. <PBS-BSA 

O.IX>, pH 7.4 

K2 HPO,. O. lM 

NaCI 

BSA 

A~ida de sodio 

litro 

9 9 

g 

9 

Ajustar el pH de la soluc:idn con ~(H~Po ... 0. lM <acro:nmadamente 77 

ml). 

Buffer de acetatos 0.1 M pH 7.0 Cadicionado de calcio. magnesio y 

sodio) 

Acido acético 2.855 ml 

Aforar a 500 ml con agua destilada 

Acetato trisddico 6.8 g 

Cloruro d• calc10 IJ.0735 9 

Cloruro d• magnesio (1,0560 g 

Cloruro d• sodio 4.500 g 

Aforar a 500 ml con agua destilada. A esta solución aJustarle el 

pH con la solución de dcido acético O.lM hasta el valor deseado. 

Agregar merthiolate al 0.01~ (0.05 g. por cada 5ú0 ml de buffer>. 

Solucidn de hidróicido d~ amonio lM 



139.60 ml 

Aforar a un litro con agua destilada. 

3. Material C11n1co 

Se seleccionaron un total de 37 muJeres para la reali~ación del 

presente trabaJo. Ocho de ellas fueron muJeres normales, con 

ciclos menstruales regulares ovulator1os, cuya~ edades tluctúaban 

entre los =4-36 años y que tenlan una concentración normal de 

prolactina (/=0 ng/ml). A todas ellas se les tornaron muestras de 

sangre venosa oespués de 1= horas de ayuno, a las B.O horas y con 

15 minutos de reposo previo a la toma de la muestra (condiciones 

basales), en los dtas 12-14 del ciclo menstrual \Tabla I>. Otras 

5 mujeres fueron pacientes con embat·a:o normal, a las que se les 

tomaron muestras de sangre cada 15 d1as durante los dos últimos 

trimestres de embara=o y durante el periodo de lactancia, ademas, 

en algunas de estas muJeres se tomaron muestras de ltquido 

amniótico via transabdominal en las semanas 37 39 por 

prescripción ginecológica esoec1fica. Estas muestras también se 

cromatograflaron en gel para conocer las formas moleculares de 

PRL presentes en el L.A. y comparar con las encontradas en suero. 

Finalmente, se estudió un gruoo de mujeres con alteraciones en la 

secreción de prolact1na comprendiendo: 8 mujeres 

normoprolactinémicas que presentaban galactorrea <Tabla II>i 16 

mujeres con hiperorolactinem1a y manifestaciones clinicas de sólo 

galactorrea Cn = 4>, amenorrea-galactorrea <n 4> y muJeres 

portadoras de un prolactinoma Cn = 8) <Tablas III y IV). A este 

grupo se le tomaron muestras de sangre en condiciones basales. 

Una vez obtenidos los sueros, se separo una altcuota de cada una 

de las muestras, para determinar la concentración basal de PRL 

por RIA y el resto del suero se refrigeró de inmediato a 4-e•c 
hasta realizar el an~l1sis cromatográfico que se llevó a cabo en 

todos los casos, dentro de los primeros 5 dlas a partir de la 
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toma de la muestra. Esto con el fin de evitar la congelación y 

el almacenamiento prolongad~ de los sueros y de esta manera 

eliminar el riesgo d~ un posible efecto de estos factores, sobre 

la compos1c1ón molecular de la PRL. 

4. Procedimiento 

Filtración en gel 

Para la cromato9raf\a se ut1l1=0 una columna de vidrio de 60 :~ 1 

cm empacada con Sephade:: G-100 <Pharmac1a Fine Chemicals) y, 

acoplada a un colector de fracciones LKB. La columna fue 

equilibrada durante 24-48 horas a 4ºC con un amortiguador de 

fosfatos 0.1 M pH 7.4, ad1c1onado de NaCl 0.15 M y a:1da de sodio 

0.1~. (PBSl. El mismo amortiguador fue u';1l1:ado oara llevar a 

cabo la elu~ión de la columna a una velocidad de 7.5 ml/h. La 

calibrac1on de la column~ se efectuó con los marcadores de peso 

molecular de Sigma Chem1cal Co. <St. Lou1s. Me; U.S.A.>, 

incluyendo a=ul de):tran C"Vo" del s1stem¿), alb1'.lm1na bovina, 

ovoalb~m1na, anhid1·asa carbónica. c1tocromo C, 3dem~s ~~~1-PRL, 

PRL pura y ·~~INa !''Vt'' del sistema), con el fin de obtener la 

curva de calibración de peso molecular. Muestras de 4 ml de cada 

uno de los sueros de las muJeres no embara=adas, se concentraron 

en filtras Amicon B-15 <W.R. Grace Ca. Danvers MA, U.S.A.l hasta 

obtener un vol~men de 1 ml, y este se aplicó a la columna. Los 

sueros de las mujere~ embara=adas se aplicaron directamente (1 ml 

de la muestra no concentrada). La elución de las muestras se 

h1zo can el amart19uador de fosfatos y se colectaron 60 

fracciones de 1.0 ml, de las cuales se tomaron alicuotas de 200 

,_il para el r3d1ainmunoanal1s1s de PRL aue se realizd 

posteriormente de acuerda la metodolog1a establecida en el 

laboratorio~ la cual ha sido validada previamente <42). La 

recuperación de • 2 etPRL en la cromatografia var1ó entre 94-98% en 

relación a la actividad total que se aplicó a la columna. 
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Una ve: estabilizada la columna a usar en la cromatograf1a, se 

procede a calibrarla con los marcadores de peso molecular. Para 

ésto se aplica una muestra de 

ng>, individualmente pr1mero y 

ml de cada uno de ellos <25-50 

una mezcla después, eluyendo 

con PBS y colect~ndose en cada ocasiOn un total de 6ú tubos con 1 

ml de eluada cada uno. 

El primer marcador que se aol1ca es el azul de::tran, ya aue pot· 

su alta peso molecular nns s1rve para determi~a1• el volumen de 

e:cclus1ón de la columna C''Vo''l. Este marcador se aol1ca 

individualmente y ~e determina su volumen de elución <Ve). 

Una vez obtenida el ''Vo'' del sistema, se procede a determinar el 

Ve para cada una de las proteinas elegidas CalbQmina. 

ovoalbQmina, etc.> midiendo por espectafotomelrla (~n el caso de 

las prote1nas y marcadores no radioactivos> el valumen colectado 

desde el punto de aplicación de la mue5tra. hasta el tubo donde 

aparece el 01co de absorción. Esto se realiza leyendo la 

absorbancia de cada uno de los tubos colectados a =eo nm, ya que 

las protelnas absorben fuertemente e11 la región UV del espectro, 

a esa longitud de onda, por su contenido de los am1noac1dos 

tirosina y tr1ptofano, lo oue permite una método de ensayo 

sensible y no destructivo l43). El pico de la proteina se 

encontrará en el tubo en que se presente la ma1:inia O.O. 

El Ve para les marcadores radioactivos l;~l-PRL y 1 ~~INa> se 

determina midiendo la radioactividad de las tubos eluidos en 

contador dE' rad1ac1ones gama, y el Ve estar"á dado por el tubo 

donde se presente la ma::ima radioactividad. 

Una vez obtenido el Ve de los diferent~s marcadores se procede a 

calcular el volumen relativo de elución, aue esta dado par la 

relación Ve/Va. Para obtener la curva ~standar de pesos 
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moleculares se ut1l1=a paoel sem1log, graficando el logaritmo del 

peso molecular de cada uno de los marcadores en el eJe de las ''y'' 

contra su respectivo volumen relativo de elución en el eJe de las 

uKu, obteniéndose as1 una relación lineal. En esta curva se 

pueden interpolar los datas de Ve/Va de las diferentes formas 

moleculares de la PRL para conocer su PM aora::1mada. 

El volumen total de eluc1dn del sistema t''Vt''l esta dado por el 

Ve del L 28 INa. A partir del Va y del Vt del sistema y conoc1endc 

el Ve de cada una de las moleculas aislaaa5 en la cramatograf1a. 

se calcula el coef1c1~nte de cart1c1én de cada una de ellas 

empleando la s19u1ente fórmula: 

•'.av=~ 
Vt - Va 

Este valor <t'aYJ es Ltn a cans tan te 

caracter1~ar l~s molécula5 en la f1ltrac10n en gel. 

util1~a para 

El princ1c10 del ensaya ya se menc1ond anteriormente. Se realizó 

por duplicado en allcuatas de lúO ul de cada uno de los sueros, 

asl como en 200 ul de cada una de las fracciones eluidas de la 

columna, ut1l1:ando estuches diagnósticos de Internat1onal CIS-

Sor1n (Francia>. Antes de real1:a.r el an~l1s1s, tanta 12~!-PRL 

cama el ant1suero fueron diluidos 1:= para incrementar la 

sensibilidad del método, que en estas cand1c1ones fue de 0.05 

ng/tuba can un coef1c1ente de var1ac1dn <CVI 1ntraensayo de 5-s•;. 

e interesayo de 6-10%. 

Los tubas para el ensava se nLrmeran progresivamente colocando en 

las dos primeros <tubos 1 y 2> las llamadas ''cuentas totales'' 

<CT>, que corresponden a la cantidad de 12~1-PRL que se añade a 

las tubos del s1stema; luego en los tubos 3 y 4 se pone 12~!-PRL 
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más el anticuerpo (Acl lo que nas oerm1te ~onecer la cantidad de 

hormona marc~da que puede ~er unida por la cantidad de anticuerpo 

puesta en el sistema, cuando no e:iiste competencia: este control 

se conoce como Bo o porcenta1e de unidn de la hormona marcada 

.<MU> y corresponde al estándar de concentrac1ón ''0'' de PRL. 

En los tubos 5 y 6 na se agrega Ac y cor lo tanto corresponde al 

blanco de reactivo~ del sistema l&kl y nos da 1 a unión 

inespecifica de la hormona marcaüa; enseguida se colocan los 

tubas conteniendo los puntos de la curva de cal1brac1ón (por 

duplicado o triplicado> y después los suero~ cont1·ol y finalmente 

las muestras problema de acuerdo al siguiente esquema: 

RAD!O!NMUNOANAL!S!S 

Tubos UQ Estandares Muestras i::a:i.lPRL Anti suero 

CT (! y 2) :oo Me:=clar e 
incubar 

Bo (3 y 4) 200 200 t8 horas 
a 18-25ºC 

B~ (5 y 6) 2('0 todos los 
tubas 

Estandares 21JO 200 :wo 
(7-20) 

Controles y 
problemas 
21,22 etc. 2l10 200 zoo 

Los volúmenes estan e:~presados en microlitros. Todos los 

reactivos y muestran deben estar a temoeratura ambiente para la 

realización del ensayo. 

En la distribución de los reacti~os se recomienda siemore seguir 

la misma secuencia: pri1nero los est~ndares o los sueros problem~ 

lP), segundo la hormona marcada, se agita suayen1entc, y después 
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el anticuerpo. Esto con el fin de Que se mezclen perfectamente 

los dos ant1genos <fr10 y radioactivo) antes de reaccionar con el 

anticue reo. 

Después de la incubación d~ 18 tis. a 18-~S'"C. se ad1c1ona 1 ml 

del reactivo 1nmunoprec101tante a todo5 los tubos exceoto a los 

marcados como CT. lt;revia t"1omog:enei::ac1ón de la suspensión> .. 

Después se agitan ma~ualmente los tubos y se incuban nuevamente 

por un periodo de 15 minutos a temperatura ambiente y enseguida 

se centrifugan le::clu:;endo los de CT> ~ a 1,500 O 2,000 g durante 

15 minutos. s~ des~a1·ta el sobrenadante y se invierten los tubos 

sobre un papel absorvente con obJetc de ouitar el e::ceso de 

reactivo que pudiera quedar en las oaredes del ~ubo. Finalmente, 

se mide la radioact1v1dnd del precipitado <fracción unida> con un 

detector de part1cul~s gama (cpm). 

Cálculo de Resultª.QQ.?. 

Para cada aareja de tL1bos ~e calculan las c.om promedio. después 

de restarles las cuentas del blanco de reactivos <B~) y se eval~a 

la capacidad de unión d"'°l si;;.tema median'::"~ la siguiente fórmula: 

Y. U = ~o (st "0") X 100 
cpm CT 

Después las cpm netas de cada estandar o problema se e:rpresan 

como un porcentaJe de¡ Be (st ''O'') p~ra calcular el porc1~nto de 

un1dn de la hormona marcada a cada uno de ellos; 

Y. U <st o P> = ~~i_Q_..f. X 100 
com Bo 

La curva de ca1ibrac:6n se obtiene 9raf1cando el porcentaje de 

unión <8/80} de cada uno de los estándares, contra su 

concentración de PRL. en paoel doble logaritmico <log1t-lo9>. 

Después en esta curYa se interpola el Y. de un1dn de los problemas 
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para conocer su concentración 0e PRL, la cual se e~presa en ng de 

PRL/ml de sue-ro. 

CROMATOGRAFIA POR AFINIDAD CON SEPHAROSA-CONCANAVALINA-A 

Se ut1li::ó un 

cromato9raf 1a 

-=>lstema. de 

par afinidad 

e lución 

para disociar la prolact1na 

glucosilada de la columna de Seohdrosa-Concanaval1na-A 1 basado en 

el método de Matsuura y Chen (44) emol~anda NH40H lM. Una 

columna con lecho ::: :: IJ.5 cm, emoacada con Sepharosa 4B-

Concanavalina-A <PharmaCld Fine Chem1cal. Uposala. s~1edenl, fue 

equ1l1brada can buffer de &cetatos 0,lM oH 7.0. ad1c1onado de 

NaCL, MgC1 2 y C~Cl~. A est~ columna 5¿ le aul1có una alicuota de 

las fracciones =5-43 obtenidas en la cro1nato9raf1a por filtración 

en 9e l, en las cuales se esperaba encentrar la fracción 

glucos1lada de la PRL. La muestra se aolicó de la siguiente 

la columna 0.8 ml de las fracciones 

mencionadas, p~rmit1endo aue el solvente escurriera 

complPtamente, cerrando la llave de p~so una ~e= logrado ésto. 

La columna se inctibd oor 24 horas a 4ºC y después de este periodo 

de incubación se lavd 6 veces con allcuatas de 0.8 ml del buffer 

de acetatos ya men~ionados, r~c1b1endo las al1cuotas en tubos 

marcados del 1 al 6. 

Una ve= terminados los lavados se agregan D.6 ml de solución de 

NH ... OH 1M colectándose este volumen en el tubo l'JQ 7; se incuba de 

nuevo la columna a 4~c par 4 horas para permitir que actúe la 

solución alcal1na y despegue la fracción unida a la columna a fin 

de que pueda ser elulda; al término de la incubación, se agregan 

otros 0.8 ml de l~ solt1c1ón de NH~OH lM, dejando pasar dicho 

valumen a través de la columna y colect~ndolo en el tubo NQ B. 

Esta altcuota se utili=a para la cuantificación de G-PRL 

neutrali=ando de inmediato con buffer de acetatos ü.lM: todas las 

fracciones se sr.meten a la cuant1ficac1ón de PRL por el método de 

37 



radtoinmunoanáltsis. 

Para evaluar la caoac1dad de afinidad de la Seoharosa-Con-A, asi 

como para confirmar la efectiv¡dad de la técnica empleada, se 

corrió una columna control con J 2~1-TSH lhormona de naturale~a 

glucoprotéica) a la par que la columna con la muestra problema, 

de la siguiente manera: se aplicaron 0.6 ml del buffer de 

acetatos O.lM y 0.2 ml de TSH marcada a la columna control, y se 

continuó con todo el procedimiento empleado para la muestra 

problema hasta la obtención del tubo NQ 8 y ·su neutral1zac1ón con 

el buffer de acetatos O.lM. Esta alicuota se llevó a un detector 

de radiaciones gama para cuantificar la rad1oact1v1dad recuperada 

en la cromatograf ta y que es equivalente a la cantidad de 

prote1na gluco51lad~ unida oor la Sepharosa-Con-A y eluida por el 

NH40H 1M. 
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CRSO 

TRBLA I 

DATOS CLINICOS V HOR"ONALES DE 4 f'RC!ENTES NOR"RLES 
CON CICLOS OVULRTORIOS 

CICLOS EDAD (años> f'RL (ng/m l> f'. Cng/m ll FFT 

28 :: 3 28 10.S 7 .6 NORMALES 
1 

30 X 4 24 9. 7 6.8 NORMALES 1 

29 " 3 32 6.2 8.4 NORMALES 

30 :: 3 26 ? .2 6.6 NORMALES 
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TABLA II 

DATOS CL!NICOS DE PACIENTES NORMOPROLACTINE~ICAS CON GALACTORREA, 

PACIENTE EDAD R!T~O EVALUACION R>: PRL 
Caños) nql•l 

28 30 X 4 GALACTORREA 9.5 NOR~AL 1'L~ 

23 36 X 3 GALACTORREA-ANOVULACION NORML 19.2 

33 26 X 4 GALACTORREA BILATERAL 12.0 
ESTERILIDAD 2a. 

39 39-49 X 3 GALACTORREA ESTERILIDAD la. I.5 NORML 17 .2 

19 30 X 4 GALAC TORREA-O l S~ENORREA NORML 19.6 
MASTOF'AT!A FIBROQUISTICA 

'26 28 X GALACTORREA-ESTER IL! DAD 2a. 7 .5 

22 28 " GALACTORREA-ESTER ILIDAD la. 3 NORMAL 20.2 

21 39 X 4 GALATORREA-H IRSUT! s~o l.~ 18 
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TRBLR III 

CLRSIFICRCION DE LRS PACIENTES CON PRTOLOGIR EN FUNCION DE SU 
CONCENTRRCION DE PRL V SUS ORTOS CLINICOS. 

NOR"OPROLRCTINE"!CRS GRLRCTORRER 

"UJERES H!PERf'ROLRCTINE"ICRS (n=16l 

RDENO"RS H!POFISRR!OS 

H!PERF'ROLRCT!NE"IA 
<NO TU"ORRLl 
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R"ENORRER 
R"ENORF:ER-GRLRCTORREA 
GRLRCTORRER 

R"ENORRER GRLRCTORRER 
GRLRCTORREA 



TABLA IV 

HALLAZGOS CLINICOS EN LAS PACIENTES CON H!PERPROLACTINE"!A 

PACIENTE EDAD SINTOMAS F:ADIOLOGICO <TAC> s. QUIASMATICO PRL n9/111l 

30 GALACTORREA NOR"AL ó5 

34 GALACTORREA IJORMAL 5ó 

32 GRLACTOF:REA- IJORML 4ó 
OF'SOMENORREA 

36 GALACTOF:REA IJORMAL 41 

2ó SAG NORMAL 94 

28 SAG rJORMAL 42 

37 SAG NORMAL 3ó 

35 SAG NORMAL 100 

34 AMHJORREA TUMOF: HIPOFISAF:IO POSITIVO 166 

10 3ó AMENORREA MACROAOENOMA POSITIVO 446 

11 33 AMENORREA TUMOR Hlf'üFISARIO NEGATIVO 134 

12 25 SAG-H [ PERT !RO! DISMO TUMOR H!POFISARIO NEGATIVO 80 

13 22 SAG ADENOMA INTRACELAR NEGATIVO 77 

14 38 SAG TU"OR H!POFISARIO NEGATIVO 11ó 

15 31 GALACTORREA TUMOR HIPOFISARIO NEGATIVO 118 

16 23 GALACTORREA MACROADENOMA POSITIVO 3~0 

SAG: 51ndroa1e de a111enorrea - qalactorrea; FAC: tonioc:it·afia a::ial computada. 
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C A P T U L O l V 

R E 5 U L T A O O 5 
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!. CICLO MENSTRUAL NORMAL 

Los resultados del e~tud10 real1=ado muestran que el perfil 

cromatográfico oe la PRL fue semeJante en lo:; sueros de las 4 

muJeres normales con ciclos regulares o~ulator1os que se 

anal1~aran ind1v1dualmente. La figura 11 representa los perfiles 

obtenidas en los casos 1 y == en ellos se pueden observar las 

tres pr1nc1pal~s formas moleculares que se han desc~1to para la 

PRL: "b1g-b1g" (Pico l > e luyendo con el Va del s1:;tema. y "big" 

PRL <Pico IJ) entre la BSA la ovoalb8m1na. en una proporc1dn 

relativamente elevada. "l1tl.le'' PRL fue. 

cuant1tat1vamente, la mas 1mport~nte (Pico lVl co1~c1d1endo con 

Se dete~taron ademis dos mol~culas mas 

pequeñas. una apro::1madamente de 16 f d <Pico\!) aue e luyó despLiés 

del est~ndar de 12~1PRL ~ ~ntes del cito~rom~ C y la otra antes 

del Vt oel sistema ~Pico '.·'l J. Cab~ resaltar que la zona 

anterior a ''l1ttlp'' PRL se obtuvo una forma malecul~r no descrita 

en estudios cromato9r~t1cos previos, la cw~l eluyO antes del 

estandar de 1 ~~IPRL y poco descués del s1t10 de ~lución de la 

anh1drasa carbónica (Pico III>, correspondiendo a una molécula de 

un peso molecular de :6 t.d apro):tmadamente. 

En la figura 12 se ilustra el oerf1l crornatogr~tico de los sueros 

de otras dos muJeres normales (casos: y 4l, noarecen las mismas 

seis variedades moleculares se~aladas en la figura 11 aunque en 

una proporctón diferente; los dos oicos en el area de ''little'' 

PRL ClII y IV> san los m~s importantes cuantitativamente, uno 

corresponde a la trad1~ional ''little'' PRL. molécula de 22 Kd que 

eluye con el estar1dar de 12~IPRL, en las fracciones 39-4~ 

apro:¡1madamente <Pico IV) y la otra, la molécula de 2b l:d, que en 

estas das cn<;:;os, fue la predominante 1.P1co Illi. Por otra. parte, 

el anal1s1s cromatograf1co del ''pool'' de los sueros de otras 4 

muJeres normales <F19. i:>, resultó practicamente id~nt1co al de 

los c.:isos 3 y observandose claramente las se)S ~reas de 

inmunoreact1v1dad a PRL correspondientes a la; formas moleculares 
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ya mencionadas. 

Dado que el pico ad1c1anal en el irea d~ ''l1ttle'' PAL CP1co l!I) 

se encontró en todus los perfiles cromato9rar1cos de los su~ros 

de las muJeres estudiadas y ademas fu& cuant1t~t1vamente muy 

importante, se d~c1d1d recromatograf1arlo para descartar la 

pos1b1l1dad de oue ae tratar·• de la rn1~ma ''l1ttle'' PRL. ?ara 

ésto se hizo ''oool« con las fracciones 34-:8 de las 

cromatografias ante~1ore~ v se reo1t1d l~ c1·o~ato9raf1a e~ 

Sqphande:c G-100; de ~5t~ manera se pudo obtener un solo pico 

<F1g. 14> aL1e eluyd antes del estand&r de 12~1PRL correspondtendo 

a una molécul& de 26 Kd. siendo asi dif~rente dP la ''l1ttle'' PRL, 

aue tiene un PM apro::1mado de ~: t:d. 

En la Tabla V se oroporc1onan los datos f1s;oqu1micos oue 

perm1t1~ron ictentíf1car y clasíf1car a cada una de las formas 

moleculares de la PRL en los oerf1les c1•omato9raf1cos realt=ado~ 

y son; l> el volumen de eluc1ón <Ve>.:> su coef1c1P.nte de 

partición, que es espec:1f1c:o para cada una de las moléc!..das O,av} 

y, 3> el peso molecular obtenido para cada una de ellas CPM>. 

Por otra parte. la orooor-c16n de cada molécula. E>n las pacientes 

estudiadas se muestran en la tabld VI y se e:~presa como un 

parcentaJe de la act1v1dad total de PRL, para asl detern11nar su 

relación cuant1tat1va. Como puede apreciarse, el ~rea central 

correspondiente a la llamada PAL monomérica es la de mayor 

importancia, ya que coinorende la suma de los porcentajes de las 

moléculas de ~6 ~· Rec::.ent~m~nt~ se ha reportado en 

estudios de electroforesis. la pre~enc1a d~ una molécula 

gluco~ilada de la ''lit~le'' PRL ~34. 45l tal molécula tiene un 

peso molecular apro·:1mado dE ~S kd <G-PAL>t ésto nos inclinó a 

pensar oue la molécula del 01co lll pudiera corre~~onder a este 

tipo de PRL. por lo aue se decidió pa~ar los sueros oor una 

columna de ai1n1d~d con Sect1arosa-Concaval1na-A a fin dP probar 

si la molécula de ~6 kd esta 9lucos1lada, en tal caso ouedarla 

un1da a la columna: los resultados obtenidos se muestran en la 
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tabla VII. 

II. EMBARAZO 

En lo que respecta a los resultados del análisis cromatográfico 

de las muestras correspondientes al periodo de embara=o, se 

obtuvieron perfiles cromato9r~f1cos tanto de liquido amnidt1co 

<LA> como de suero materno a diferentes edades 9estac1onales. 

~> Estudio en liquido amnidtico 

Los resultados representativos de los perfile~ de LA se muestran 

en las figuras 15,16 y 17. En la f19ura 15 se observa el 

anAlisis del LA en un embara=o normal de =7 semanas y muestra el 

predominio de ''b19'' PRL, l~ forma d1m~r1ca ce la hormona con un 

peso molecuar apro::Jmado de 45 t:d, que eluyd en un volumen 

similar al de la cvoalbúm1na !Ovo> y además la fraccidn 

correspondiente a la probable G-PRL oue eluyó poco desoués de AC 

y antes del estándar de 120 IPRL. Al avánzar el embarazo, en la 

semana 38 (Fig. 16>. se encuentra también ''b1Q'' PRL pera la zona 

correspondiente a G-PRL es más evidente ¡ adema~ se observa el 

pico de ~1ittle'' PRL que no era visible en el perfil anterior. 

Casi al final del embarazo, en la semana 39, el perfil 

cromatográfica cambia completamente CFig. 17> con predominio de 

las moléculas peque~as de 16 y 8 Kd con marcada disminución de 

las moléculas grandes y ausencia de la zona correspondiente a 

''little'' PRL incluyendo la G-PRL. 

b) Estudio cromatográfico de los sueros 

En cuanto al perfil cromatográfico de los sueros de las mujeres 

embarazadas, se muestran algunos de los resultados 

representativos del grupo en las figuras 18, 19 y 20. En la 

figura 18 se aprecia que en la semana 30 de la gestación se 
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encuentran tres formas moleculares big PRL de aproximadamente 45 

l<d, la G-PRL d!? 26 Kd y además un picu cuantitativamente 

importante corre~oondiente "l1ttlo" PAL. Al progresar el 

embar·aza se observan algunos cambios importantes del oerfil 

cromatogr~f1co, ~sl en la ~emana 34 se registra un incremento en 

la act1v1dad de la "big'' PRL que eluye con la BSA y aumenta la 

inmureactiv1d~d en la zona correspondiente a G-PRL mientras que 

la proporción de "little" PRL disminuye <F19. 19), también se 

encuentr• un pico de la molécula de 16 Kd que no se observaba en 

la ft~ura ante1·1cr. Al final del embara~o, en la semana 39 (Fig. 

~0) hay un recambio de las formas moleculares; disminuyen 

notalllemente las formas grandes oredominando la G-PRL y la 

"little" PRL, a la ·.1ez que desaparer:e la molécula de 16 Kd. Esto 

es diferente de lo que ocurre en el perfil cromatográftco del LA 

a la misma 5emana de la gestación en el que sdlu se observan 

moléculas muy Pl'G'J>,r'ias <Fig. 17). En el embdr3zo asociado a 

patolo91a, Pllede haber cambios de las formas ffiOléculares de l~ 

PRL, ast la figttra 21 muestra el oerfil cromatogr~f1co de una 

paciente diabética, con 39 semanas de embarazo y como se observa 

los resultados swn diferentes las de la figura 20 

correspond11?nte"; .:il suero de una muJer embarazada sana. En este 

caso p:irticul~r ele 101 paciente con Diabetes mellitus, la mayor 

parte de la 1r1mu11oreactividad se encontrd en la G-PRL, no se pudo 

observar el o~co d~ la ''little'' PRL (~? Kd) y sdlo tuvo muy 

ligera inmunoractividad en los picos correspondientes a ''bi9-bi9'' 

y a ''bi9'1 PRL, as1 como en las molécLtlas peque~~s de 16 y 8 Kd. 

!!l. POSTPARTO Y LACTANCIA 

En las figuras 23 y 24 se muestra L1na secuencia de los cambios 

aue ocurren en el perfil cromatográf1co del suero de la m:sma 

pacient~ de la figura 22 (40 semanas de embara;:o) como 

consecuencias del parto y la lactancia. En el suero tomado a las 

24 hora~ del puerperio f1siold9ico <Fig. 23> son evident~s 
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algunos cambios: el área predominante fiigue siendo la de '1 little'' 

PRL <22 Kdl pera el pico es mas definido y sólo ~e aprecian 

peque~os picos en el área de ''big-biy'' y ''b1g'' PRL, y la molécula 

de 16 Kd se encuentra reducida a un hambre que se locali=a en la 

zona de los peqL1eRos péptidas. Al iniciarse la lactancia <F19. 

24) el perfil e>:perimenta un nuevo cambio: en la :on~ de ''l1ttle'' 

PRL aparece la G-PRL en una proporción similar a la ''little'' PRL 

de tal manera que predominan ambos mondmeros, nero llama la 

atención la apar1cidn de un pico muy mdrcado de ''b1g'' PRL eluldo 

en las fracciones 30-3~ entre la BSA y la Ovo. 

En la figura 25 se reor~sentan los perfiles cromatográficos de 

los sueros de 3 mujP.res en d1fer~ntes estadios o etapas de la 

lactancia; los tres son muy semeJantes entre Sl y similares al 

perfil de la f19ur~ ~4 (primer dla de lactancia> que muestra 

tanta la forma de "little" PRL como st1 variedad y~ucos1lada <:::?6 

encuentr,an muy 

disminuidas. Finalmente en la tdbla VIII s~ resumen lo~ 

resultados de los cambios cuantitativos oue sufren las moléculas 

de PRL, anali:adas en el total de las muieres estudiadas~ a 

través del ciclo menstrual, el embara=o ·.· la lact.:mcic:. 

En la figura 26 se representa el comoo1·ta1íliento de las 

principales formas moleculares de la PRL duran'~e el segundo y 

tercer trimestr·e del embara:o, asi Lon10 en el postoa1·to y la 

lactancia. Como puede a.or~ciarse las tor1nas inr.lleculares grandes 

aumentan hasta alc3n~ar su ma~ima concentración alrededor de la 

semana 36-38 del embarazo, para luego desce11der paulatinamente 

hasta el final de la gestación y el oostparto y lactancia. En 

cambio la G-PRL y la ''little'' PRL ore~entan una tendencia 

diferente a la anterior; la G-PRL tiende a subir durante todo el 

embara~o y se mantiene elevada durante el postoarto y la 

lactancia, mientras que ''little' 1 PRL (incluyendo los péptidos 

peque~os) desciende durante el embara:o para lueg~ aumentar su 

concentración er1 el postparto y sobre todo en la lactancia, 
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manten1éndo~e ele~ada durante todo el aer1~00. 

IV. PATOLOG!AS ASOCIADAS A LA SECRECION DE PROLACTINA 

a) Normoprolact1nemia con Galactorrea 

El perfil cromatograt1co d~ las o~c1er1tas QLLe presentabnn 

galactorrea no obstante ten~r una conc~ntr~Clón normal de PRL se 

c:aracte1-1::ó por un Cjr3n pol1morf1smo dt: le.. hormona, es esoec1a.l 

de las formas moleculares grandes. de las cu~les se detectaron 

do~ o tres diferente$ var1edaMes molecul~res tar1to de ''b19-~1~·· 

ca1no de ''b19'' P~L. Las f19uras :7 v :e. tlu~tr~n los perfiles 

repr~s~r.tat1vos corre~oond1ent¿s a do~ M~ estas pa~1ent~5. Asl 

en la f1gLtr~ 27 llama la aten~10n la pr·~senc1a de tr~s picos de 

11,munoreact1·.'1·:1dJ a PRL en el -:..r~a de "b1c.-b19" PRL; ur10 de ella:; 

un ceso ;i.pró:·.tJ1"tldO de l01J f el, :o,-, o".rc'I;,; c::a~ a.:: m::-1101· cuar1<::101, cori 

un PM dp;u·.¿nte- sup>?rLar "°' los i.:•,;1 1 d :.e;. Ql.H? ell1·-1eron élntes df!.i 

Vo. En el ~r·e,> df:> "t119" f.ql se enr:uentr-3. Llr• 01co elulao en la:;. 

1:::. "b1g" PRL <1e 45 t ,:, 

de~ot1é~ el ~~co de la G-PPL ' ens~gu1da el de ''l1ttle'' PRL e~~ 

l~d 1 • En el are~ de n1olécul~s peau~R~s observan los picos de 

En cambio en la figura ~8 se obse1·vE solo 01co de ''b1g-btQ'' 

PHL también cu<1.nt-1tat1vainente imuc1·ta.nle, mientras en la :ona de 

"btg" PRL se pr·.e:::entan tr-es pico~: uno QL1'1 eluye can BSA <66 •~d), 

desoués otro que e luyó en la =ono. intermed: a entre DSA y Ovo cori 

un peso apro::im~do de 56 l:d y uno mas que elu·(c'J can el \'>? de la 

ovo,dbúm::.na (.'l'.:> Vd Í, S~ observan ademcis los de la G-PRL y de 

de la 1nmunarea~~&v1dad de PqL. En el áre~ de n.~léculas 

pequeñas, se enci.lentra 1..1n 01co relatt•1amente impwr-<:ante del 

péptido de 16 l.d. 
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b) Hiperprolact1nemia con Galactorrea 

La figura ~9 r~oresenta el nerf1l c:romato9raf1co del suero de las 

mujeres con galactorrea oue a diferencia de las anter1ores ten1~n 

cifras elevadas de prolac~1na. Los perfile~ $e:ecc1onados <F1gs. 

~7 y 28> sen reor~~entativos de los encontr~dcs en este grupo de 

muJeres. mostr~n~o ligera inn1unoreactiv1d3d en el a1·ea de ''b1g-

big" PRL: en..:uentror. dos moléculas de "b,19" PRL 

correspondientes a las de 66 y 45 Id y sólo L'n peaue~o hombro 

correspondiente la "b19" PRL de '56 •d. L<a formr.. molecular 

predom1nante fue la G-?PL. ''little'' PRL se encontró notablemente 

disminuida en el perfil 5uper1or de la f19ura y no se obse1·va en 

el perfil de la par~0 1nfer·1or. En camb10 estan presentes los 

picos corresoondient€'c; n los pépt1dos de 16 :-' 8 t.d. 

La proporción cuantitat1;a d~ las formas mole~ulares de PRL en 

los do~ subgrupos de oac1antes con 9alactorrea <norma 

h1perprolact1némicas> se encttentra l~ f1qura 30 recresentada 

por barras, en c1Jmoarac ión r.on los porcenti'l.Jes de 

inmunareact1v1ddd encontr3dos ~1u1e1·e~ con ciclos ovulator1os 

regulares y s1n patologta. 

i;¡rupos con 9a!actor·1·t:a. la·:; mollcL1las gr~ndes d~ PRL 

encuentran s19n1f1cat1~amente ¿u1nentadas al l~tJal oue la G-PRL; 

''bi9'' PRL est~ en or·oparc1ón similar en ~mbos Qr'ttpos, mientras 

que "big-b19" PRL se encuentra m~s elev.:>d~ en las 

normoorolact1nén.ic3s con 9alactorrea. en can1b10 G-PRL est~ mas 

elevada en las hif)e1·prolact1ném1cas. La for1nc:. molecular· de 22 V.d 

s~ encontró d1~m1nu1da en las rnuJeres norrnoorolact1némicas con 

9alactorre~. En cuanto a los peque~os péotido~ se refiere, la 

forma de 16 t~d también se encontró dism1n1J1da en relación a los 

valores del grupo control. 
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e> Slndrome de Amenorrea-Galactorrea <SAGl 

La figura 31 muestra el perfil de das oacientes 

hiperprolactinémicñs que presi:ntaban na sólo galactorrea, sino 

también amenorr~a <SAGl. El perfil del suero de estas dos 

mujeres <repr~sentativas del grLtoo> es muy diferente. no tiene el 

pol1morf1snto de los oer·f1les anteriores <F19s. ~7,:8 y ~9) y 

muestra que la forma molecular pre~ominante en estos casos es la 

"little" PRL (2::: t'.d) aunque se encuentra otro p1co relativamente 

importante de ''big 11 PRL. 

d> Hiperprolactinemia con Amenorrea 

El and.l1sis de los de dos o d.C. len tes 

l11perprolac:tinemia severa 

resLtltados 

debida 1• presencia de un 

prolact1noma pero que sdlo tenl3n amenorrea e.orno manif~stac1dn 

c:lin1ca. 1nd1c:an un oredom1n10 e.a.si completo c1e la forma 

monomér1c:a de PRL (::':2 t'd). E>n ca.mbio las formas molecL1l.::r.res 

grandes están franc;;.mente dism1nL11cjas. a.l lg11c.l que los peotidos 

pequeños. Para comparar los casas anteriores OLte solo tenian 

amenorrea, la ftQLlra 33 ilustra el perfil rle los sueros de dos 

pacientes con sólo galactorrea. una de or·19en tumoral debida a 

prolactinoma, y el otro de or1g~r1 no tumoral. Se observa en 

ambos perfiles el predominio de las formas grandes aunqLte en el 

de la parte superior de la figura el único oico corresoonde a 

''big'' PRL de 66 Vd, mientras que en el c~so del perfil i:1ferior 

<no tumoral> se encuentra un pico de ''btQ'' PRL de 45 Kd y un pico 

m~nor de ''little'' PRL. Los niveles hormonales encontrados en el 

grupo de pacientes hiperprolact1ném1cas con galactorrea, asi como 

en el de mujeres con amenorrea-9alacto1·rea. se comoaran con los 

del grupo control en la figura ~4. Puede verse que los valores 

de LH y E~ estan d1sminuldos en ambos grupos er1 relación a los 

valores del grupo control y que FSH y PRL se encuentran elev&das 

sobre todo el grupo de muJeres con amenorrea galactorrea 
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tSAG>. La GH se encontró elevada sólo en el 9rupo Que prezentaba 

galactorrea, mientras que la oro9esterona <P~> se encontrd 

disminuida en el r;irvpo de las pacientes con SAG .. 
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TABLA V 

COEFICIENTE DE PARTIC!ON V PESO "°LECULAR DE LAS DIFERENTES FORftAS 
ftOLECULARES DE PROLACTINA EN ftUJERES NORftALES. 

~11ttlc" l'\OLECULAS 11AS f·EQUE.HAS 

Ve (1111) 22-Zi 26-33 35-38 39-42 43-46 47-50 

Kav 0.15-0.32 0.40 0.45 0.60 0. 75 

Pft <kdl 65-40 26-25 23-22 18-16 9-12 

Ve: Valumen de elución 
Kav: Coeficiente de p-.1-t1c1611 

PPh Peso· molecular en k1 lodaltones. 
little F'RL co111puesta po1· dos a1alecuhs 
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TABLA VI 

PORCENTAJE DE IN"UNORREACTIVIDAD A LA PROLACTINA DE LAS "OLECULAS DETECTADAS 
EN EL ANALIS!S CROMTROGRAFICO EN EL SUERO DE "UJERES NOR"ALES OVULATORIAS. 

C.ASO NO. 

"pool" 

ªb19-biq• 

20.4 
12.0 
18.8 
23.D 
24.0 

19 .6 
4. 7 

"b1q" 

11.3 
16.8 
11.0 
17 .0 
10.0 

!5. 2 

"'lltlle" 

<26 i·d> 

22.3 
19 .4 
'.:'.~.4 

27 .8 
25.4 

23.8 
3.2 

C:!:2 • dl 

27.1 
26.0 
:!ó. 5 
2C. 7 
28. 2 

25.6 
2.9 

MOLECULAS 

(16 l dl 

15.: 
10. 3 
14 .6 
6.8 
B.O 

1:>.6 
4 ,9 

MAS PEQUE;;AS 1 

C 8 Ldl 

3.5 
7 .4 
4. 3 
4. 2 
5.6 

':i.0 
1.5 

1 

" Los resultados se e:~presan co1110 un porcent..aJe de la inniuooreact1v1dad total 
de f'í<L ap llcada a la columna. 
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TABLA Vll 

RESULTADO DE LA CROMTROGRAF!A POR AFINIDAD EN SEf'HAROSA-
CONCANAVAL!NA-A. 

FORM ~OLECULAR f'E~O 1 

1 
ELUI DA UtHDA 

¡~ % 

G-f'RL 26 kd 39 61 

1 "httle• P~:L 2:i ¡ d 60 40 
1 
l 
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24 115 PUERPERIO 
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íl ÍC'-'· 2:! ·' 2.l), 4 rlí;1s cl1•.°'p111>.c;; clrl p;wto (r·orTf'5pomliendo al -
111 Íltl'"I dí.-i d1· f;u L:md;i). 
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Figura 25.- Análisis comparativo del perfil cromatográfico del suero 
de 3 mujeres normales con J, 4, y 9 meses de lactancia. 
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TABLA Ylll 

P!W:OOA!E 11E l~TIV!llAI) 11E PA!ll.ACTINA 1IE D!Ftl\OO'ES YM!r«IES llJLEOJLMES A TRAIS DEl CICLO 
IEl6TRlJ\I., El !l!Bto1Al0 Y LA l.ACTrH::IA. 

i 'lr.il!iJ<'ES !S~!CAS !f. ?~OLHCTJNI< 
1 

1 

B:9--t11g B19 1fo:L:lS1hd¡ PRl F!!1'A5 PE~.GAS 
noo ldl 1:0 ld i ¡:: ldl ll6 :• 9 Ldl 

1 Pl\ElMJLATtl\10 

IEllBN'AlO 

l'l,4 ! 2.l ló.3 !: 1. 11 =~ .8 !: ;,.: :?l,7 ! Z.9 1..a : 1.a 

ilDo. TRllESTRl: 11.7 ! 2.~ 'Z'U,¡ ! =·= :;,\,::; ! s.: :;.: ! :.3 lll.4!.1,-; 
13tr. TRllt:SlRl: IL'.b ! ¡,q :l.i!4,9 :ti.2 ! J,7 :o.s: 5.4 11.4!4.i: 

l1o;i>:mo 9,4 ! :'.0 21.J !: :.• ;:5. 7 !. 1. 7 :3.~ ! :.s 12.9 ! :;:,1 

lucr~c11 7,1! ! :.!t i<l.b!.1.5 ;:.5: 4.1 ::..!i.U !: 1.Z 14.1 !t.9 

lsl6N!FICAOO< NS u ~ c.~~ :i .. o.J: :J·.ll.~1.~ NS 
IES1AD!ST!CO 
1 
1 

Colio1rilllC:J ~: nwltido dtl 2do. trimrs\rt can 1ou1Hos OOten1dos tn \¡ htUci1, 
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Figura 2ó.-· Comportamicnlo de las diversas formas moleculares de la PRL 
a travcs del embarazo, el poslparto y la lactancia. En la 
parte superior de la gráfica se ve la dislrihiJciÓn de las 
fonnas grandes y en la parte inferior la de los monÓmC'ros, 
incluyendo las moléculas de bajo peso molecular. Las cifras 
representan el promedio (i) de los valores de todos los ca
sos estudiados. 
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Perfil cromatográfico de dos mujeres con hiperprolactinemia 
y galactorrea. 
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Fi'b,~ra 30.- ÜMnparacitjn grál'ic:1 tll' la p1·op1.n·cit'1n c11a11Lil;1Liva ch• l;i...¡ dil't·1·1·nl.1·:-. 
formas moleculares de PRL en pacientes 11onno e hipC"1·prolacli11(·111icns 
con galactorrca, en relación a las mujeres normal<.•s, 
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Figura JI.- Perfil cromatográfico de dos casos con hipcrprolactinemia 
pres~ntando amcnorrea-galactorrea. ObsérYese el predominio 
de "little" PRL. 

78 



ESTA TESIS NO DEBE 
SALIR DE LA BJiLIOTEGA 

Vo BSA 12~1-PRL Ci+ C Vt 

v v + v v 
9 

16 AMENORREA 
PRL 166 n9/ml 

R,- PROLACTINOMA 
12 

8 

4 

..J 

a: 
Q.. 

.. .,, 

"' 
t t .. .. .. 

9 
e: 

40 AMENORREA 

PRL 446 nQ/ml 

30 R,- MACROADENOMA 

20 

10 

20 28 36 44 52 60 

VOLUMEN DE ELUCION (mi) 

t'igura 32.- Perfil cromatográfico de dos pacientes con hiperprolactinem.ia 
y amenorrea por la presencia de un tumor hipofiséirio •. 
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Fit,JUra 33.- Perfiles crumatográficos del suero de dos pacü:ntcs hi¡x.•rprolactinémicas 
con g,llactorrca, una pr(>sentando un tumor (parte superior de la figura) 
y la otra sin alteración tumoral (parte.• inferior}. 
En ambos !-.e ob~t·rva el rwedominio de_• fonna~ grandes • 
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En este tr~baJo se ha estudiado el comportamiento cromatográf ico 

de las diferentes formas moleculares de la prolactina, a través 

del ciclo menstrLLal, el embaraza y la lactancia. as{ como en 

ciertas cond1c1ones en las que e::isten alteraciones en la 

secreción de esta hormona. El obJetivo fundamental fue encontrar 

cual es el s1gnif1cado f1sioló91co de la hetero9eneidad 

molecular, y averiguar s1 les cambios en la proporción de las 

diferentes formas mol~culares tiene trascendencia clin1ca y 

relaciona la secreción anormal de lEche que se presenta en 

algunc:.s pac.ientr:~. Como se <:.él.be. la galactorrea en ac.asiones es 

inexplicable por cursar con una concentrac1ón normal de PRL, pero 

la mayorta de la$ vece<;=; se asee~ a hioerprolact1nemia. 

importante de e~tud1ar y controlar por l<l repercusión adversa que 

tiene sobre el ciclo menstrual y l; 4 erL1l1dad. or191nando 

disrn1nuc1ón de los e'=oteroirjes anavu l ación. 

inst.lfic1encia lútea y desórdenes menst1·u.:des uue pueden ir desde 

opsamenor1•ea hasta amenorr~a y en consecu2nc~a esterilidad. Por 

otra parte su frecuente asociación can la presencia de un tumor 

h1pafisar10 hace orioritar10 el estudio de }¿ hioerpralact1nem1a, 

debido las ~lterac1one5 v1~uales y neLlrológ1cas que se 

presentan. 

De los resultados de los estudios real1:acios en muJeres con 

ciclos ovulatorio5 regulare~. hecho importante fue encontrar 

que en c.ond1c1ones normales e::1sten no sólo la::. tre~ variedades 

tradicionales: ''b19-b19'', ''b1g'' y ''little'' PRL. sino seis formas 

diferentes consid¿.r3ndo la G-PRL :/ los dos póot1dus pequeños, Que 

se detectñran en todos las casos estudiados. 

De ellas, la G-PRL parece desemoeñar un ~apel imoortante 

regulando la rtcc1ó1, biológica de la "l1ttle" PRL ('">':" t(d) ya que 

de acuerdo a recientes reportes (46. ~=>, la G-PRL tiene salo la 

mitad de la acción biológica que se atribuye a la variedad no 

glucosilada de la hormona. En este estudio ''l1ttle'' PRL 

constit 1Jyó 5oln L1n ~5-30% de la inmunoreactiv1dad total del suero 
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y no un 55-80~~ c:oma se h.s; reportado .:on algunos estudios pre•1ios 

(18,19). La d1ferenc1a p~t1•1ba en que en ellos no se ~~oaró 

"little" PRL de la G-PRL, n1 de los péptu::ios de 16 ·1 8 t'.d aue 

eluyen oaco despué~ de e~ta isohot·mona. d~ aht aue 5e le 

atribuyera un Dorcer1t&Je tan e\e~ado. LE~ formas peaue~as de 16 

y 3 •:d c.cns1c.lerada~. cc,1110 produc':;o de la d·:·~raciación de la hormona 

se encuentran en 10 y 5~~ respect1vament~, y las moléculas grandes 

(''b1g-bi9'' y ''big'' ?PLl en conJunto en un =~%. la que $Urnado al 

25% de la G-PRL lnd1ca que el 75X de la inmunoreact1v1dad d~ PRL 

reside en formac.; molec'-1l:J.res d1fer'entes a la "l1ttle" PRL 0L1e 

hab 1 a si do considerada la mas abundante Debe 

e:¡pl1carse. enfat1:~ndo el hecha el& aue el are~ que Ee habla 

cons1Jerado como ''l1ttle'' PRl. e~ amnl1a y asimétr1cQ. y esta 

const1tu1da por formas moleculares de diflc1l se~ara~10n en la 

crnmatografla con Sephade:: G-10~ y que no es posible seoararlas 

si se r~colect~r1 fra=cian~s grandPS de 3-4 ml c~mo se hi:o en lus 

estudios p1·ev1os. 

frac..c1ones de 1.Ll ml ., esto s1n dL1da. a.:.·udó a l;; ·~e~arac1óri de 

las moléculas que elU)'en en solo l y = ml. Ademas es oostble 

aislar y separar estas formas molecularc~ ~wr recromato~rafla de 

las fracciones correspond1ente3. En lo aL•~ se ref tere a la 

variedad de PRL de :o id, oudo den1ostrar su naturale=a 

glucoprotéica med1~nte la ~romatogr¿fta cor af1n1d~d oue se 

realizó en Sepharosa-Concana-.·<o.l1na-A. la cual oernnt16 seoa1 <J.r la 

fracc1dn glucos1lad3 de la no 9l0cas1lada. Para ello, antes di? 

reali=ar el estudio se probó la efic1enc1a de la columna de 

afinidad y l~ eluc1ón con NH~OH lM con TSI~ .narcada Cho1~ana de 

naturale=a proté1cal demostr3nda que el 96% de la radioactividad 

unida a la Con-A fue eluida con el NH.OH {datos mostrados). 

Debe menc1onarse qu• e~te react1~0 por su ca1~acter fu~r~emente 

básico, desnaturali=d la fracción de la G-PRI. dur~nte el proceso 

de elución y por lo tanto e~ta fracción no Dudo s~r cuantificada 

d1r~ctamente par PlA, s111 e~b~rgo, se hi~o el c~lculo indirecto 

de la fracc~ón unid~ oor dif~renc1a er1tre la inmunoreact1vid&d 

total apl1cadd ;:; l.:l colo.11011¿,,. cons:.der,:i.tj;::r. corr.o tor1~:, y la obten1Ua 



en la fraccidn no unida la concanavalinc., la cual si pudo 

cuantif1carst?. As1 la fracción de la G-PRL pudo e::presar":1E> como 

un porcentaje de la tnmunoreact1vidad totnl. Los resultados que 

se obtuvieron CTabla VIJ) indican que hubo una seoarac1dn 

total de las dos moléculas CG-PRI_ Y NG-PRLJ, sin emba1•go, nos 

permiten af1rmar que la molécula de ::'6 t:d efect1·.1omente está 

glucos1lada y que debe corresoondt?r a l~ forma qlucos1lada de 

''little'' PRL reportada por Mar~ot~ y colaboradores !46,47). 

quienes indicaron que esta variedad 9lucos1lada es la form~ 

predominante en cond1c1one& norn1ale5. En este estud10 ambas 

termas monomér1cas (G-PRL y 

proparc1ones normales. En cuanto 

r~G-PRL>, se ~11contrarun en 

los µequeños péotirlos se 

refi~re, en un estudio reciente reali~ado en ratas se encontró 

que tienen mas act1v1dad n1itogénica qL1e la~to0én1ca y su flrnc1dn 

pudiera ser dl fe rente <48,49J. 

Los resultados cromatogr~f icos de los sueros dLtrante el embarazo 

y la lactancia interesantes, ooroue no sola confirman la 

presencia de las diferentes variedades moleculares dQ lu PRL 

encontradas durante el ciclo menstrual, sino -idemás ponen de 

manifiesto una elevada capacidad de recambia de laz formas 

moleculares, dep~ndiendo del ambiente hormonal y bioqutmica. 

As1, durante el segundo y tercer trimestre de la 9estac1dn 

predomina la ''big'' PRL C45 f(d) y la G-PRL tanto ~n ll<Juido 

amnidtico <LA> como en el suero de las pacientes (ri9s. 15.16,18 

y 19) mostrando ambds ishormanas un~ tendenc1a ascendente a lo 

largo de la gestación~ igu;i,l tendencia muestra "b19-bi9" PRL~ sin 

emb-'irgo, f1.J.e cuantitativamente mi:!nos impnrtant.:;i <F1~. 26>. En el 

caso particular del liquido amniótico. la ''lJttle'' PRL se 

encontró muy disminuida y en 4lgunas caso~ 11u oudo d~tectarse, al 

igual que la ''b1g-b19••, s1er1do obvio el predom1r1ia de ''t1ig'' PRL 

45-46 Vd y de Ja variedad qlucasila~a. llamando l~ dtenc1dn cu~ 

est<\S isohormoni:l~. desaparecen bruscamente del LA al f1nal dEt la 

gestac1dn. encontr~ndo5~ en la ~~.n~~a 39 solament~ l~s moléculas 

peque~as y 119era ir1munoreact1vidad de ''big'' PRL d~ 66 t:d. El 
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recambio molecul~r e~ evidente y esto puede ser de importanci~ 

f1s1oló91ca s1 se considera, por una parte, la elevada actividad 

mitogén1ca oue se ha atribuido a las moléculas peque~4S y por 

otra, el crecimiento tan acelerado cue tiene el feto en lds dos 

últimas c;emnnas del embara::a. Asi. la FRL fetal oadria 

participar Junto con la hormona de crecimiento <GH>~ el lactóqeno 

placentario íHPL> y la insulina a promover el crec11n1enta d.;l 

feto al final de la gestaciór1, teniendo probablen1~nte una 

actividad somatotróoica~ 

Por otra oarte. los resL!ltados de los sueros indican cambios 

importantes de la prooorcidn de las iscl1ormonas a través de la 

gestación y la lactancia. Coma ya se indico, las formas 

moleculares grand~s y la G-PRL tienden a subir durante el t~rcer 

trimestre hasta la sen1ana 38 para desoués comen~ar a d1sm1nuir 

paulatinamente perman~nc1endo baj~s durante el postparto y la 

lactancia. Por el contraria, la little PRL que se habla mantenido 

más o menos contante. al ocurrir el parto sufre un aumenta 

considerable, llegando a ser la e3oec1e predominante durante la 

lactancia junto con la G-PRL. De esta manera puede decirse que 

durante la lactancia predominan las formas n1onomér1cas de la PRL. 

No obstante debe hacerse notar que en todas las pacientes en el 

dia en que se oresentd la lactancia <F19. 24), además d!:! la 

prolactina monomérica <G-PRL y littl~ PRL) 1 se detectó un pico 

bien definido de inmur1areactiv1dad en 13 intermedia entr~ 

BSA y Ovo correspondiente a una molécula de ''big'' PAL de 

apro::1madamente 5:-56 t."d que na habia sido detectada en otras 

condictones y que observó (aunque d1sm1nu1da) en todos los 

sueros obtenidos en la etana de la l3ctanc1a. Desconocemos s1 

este hecho tiene alguna importancia fis1oldgica o si oud1era 

tener un efecto s1nérgico con la ''l¡ttle'' PRL para desencadenar 

la lactancia. 1.o mismo podrla la variedad 

glucosilada que aunque oarece tener menor ac':i'lidad biolóq1ca, es 

cuant1t1vamente muy lmportante en el postparto y la lactancia. 

Estos datos apoyan y parecen cobrar sentido al analizar los 
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resultados de las pacientes con galactorrea, en esoecial de las 

normoprolactLnémic~s, mujeres oue pt;sa.r de te-ner una 

concentracidn normal de PAL presentan secreción láctea; en todas 

ella5 se encontrd un perfil muy hetero9éneo en la =ona de ''big

big'' PRL y ''biq'' PRL. moléculas que ~~ encontraron aument•das 

significativamente <p(.005) en r~lacidn los valores en las 

mujeres normdle5. ademas en todas e:las se detectó el oica de 

''big'' PRL 52-55 Vd que se encontrd en la lact~nc1a, mientras oue 

la molécula de 22 Vd se encontró disi~inuic1a. Cabe mencionar que 

ninguna de estas muJeres presentó alteraciones del ciclo 

menstrual n1 an1enorra, ~1endo la galactorrea l~ ón1ca alterac1dn 

clínica de importancia. Lo mismo puede dec1rs@ de las p~cientes 

que tuvieron p1•olact1namas secreto1·es de ''b1g'' PRL, que solo 

presentaron galactorrea. 

En cambio en el 9rupo de pi!.c1entes t1ipeornr·alact1ném1cas QLte 

ten1an amenorrea, la d1stribucidn de l~s formas moleculares f•1e 

diferente cor1 un claro oredom1n10 de la molécLtla d~ ''little'' PRL 

y una notable disminución de las formas 4rande:: esto se hi=o más 

notable en el perfil c1•omatográf1co de las cacientes con adenoma 

hipofisaria Que 5dlo secretaba ''little" PRL en cantidades muy 

importantes. Estas mujeres no tuv1er·a11 galactorrea, solo 

amenorrea y por lo tanto puede p~nsarse que es esta forma 

molecular la que afecta negat1uamente el funcionamiento del eje 

hipotálamo-hipófisis-ovario. F.n camb.io en las mujer<?s que tenían 

amenorrea acomoa~ada de 9alact~rrea se observa por la menos una 

forma de ''big'' PRL acompa~ando al pico de la ''little'' PRL. 

Finalmente como data adicional para recalcar la lmoortancia que 

puede tener el ambient~ hormonal y bioquim1co rle las cacientes, 

se hace notar que en una paciente diabética con embara~o de 39 

semanas cuyo suero fue croinatoyrafiado <car.a camoarar con los 

resultados de muJeres normales embara=adasl, solo oudo detectarse 

en el perfil cromatagráf1co la variedad 9lucosilada CG-PRL ~6 

l<d >; esto indudablemente debe estar condicionada cor las 
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concentraciones elevadas de glucosa. 

Con base a los resultados presentados se podr1a conclu1r que las 

diferentes variedades moleculares de la PRL con~t1tuyen un 

sistema hormonal comulejo que modula y autorregula el grado de 

acción biológica de la hormona en las diferentes cond1c1ones 

fisiológicas y oatolóyicas. Esto se logra probablemente, 

mediante cambios en la µroporc1ón de las isohormonas Que se 

modifican en respuesta al ambiente hormonal y bioqu1m1co, el 

cual es diferente el ciclo menstrual, el embara~o y la 

lactancia, asi como en las difererites oatoloylas estudiadas. 

sobre todo en lo que refiere a la concentración de estera1des 

gonadales. La oroduccidn anormal cualitativa o cuantitativa de 

las isohormonas parece alterar la act1v1dad de la prolact1na 

circulante. cenia ocurrió las pacientes can 9alactorrca y 

amenorrea-gala~torrea y Pn ~quellas con un aden~ma hipot1sario, 

las cual es tLl'lleron di fe rentes mari1fe:;ta.c1ones cl1nicas 

dependiendo de las isotiormonas presentRs. Esto podrta P.star 

condicionado oor las caracte1·1st1c.as de i.o~ r.::ceptor.::s de los 

diferentes teJldos <qlrtndula mamaria. útero, 0Yar10. etc.> y su 

afinidad por la~ diferentes moléculas de PAL. Pensamos que los 

conoctmientas aue se tienRn en esta ~re~ son a~n limitados y por 

ello cons1de1·an1os aue al estudiar las alteraciones la 

secrección d• la PRL no basta la s1niple determinación 

cuantitativa de la concentr·actón de la hormona, es neceseirio 

ampliar los estudios al análisis cromatogrófico de las 

isohormonas o de la con100=-ic1ón cualitativa d<:! la PRL circulante, 

a fin de poder dar una e~:oltc~ción sat1sfactor1a a la amplia gama 

de situaciones cl1nicas que comprende la htPerprolactinemia. 
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APEND!CE 

D•~cripcidn de Figuras y Tablas 

Figura t. 

Figura .... 

Figura 3. 

Figura 4. 

Figura 5. 

Representación de la estructura d~ hormona de 

crecimier1to y de orolact1n~ oara su comoaracidn. 

Ambas moléculas contienen puentes disulfuro dados 

oor las moléculas de c.ste1na y cuentan con n~mero 

aoro1:1madamente igual de am1na~cidos (191 para 

hormona del crecimiento y iq9 oara crolact1na>. 

Se rEcopresent,;;,n los co«1b1os e::oer1ment:.do~ por la 

mama humana por acción de la PRL. Dur~nte la 

gestac10n se oroducen c~nt1dades c1·ec1entes de PRL 

que actúan sore 1~ glandula mamaria y la oreoaran 

nara la lactancia, desoués del alumbram1ento la 

concentrac!dn sér1ca de PRL pern1~nece elevada 

lo·:;; niveles 

estrdgenos disminuyen. y actuando baJO el efecto 

inductor de insulina y cort1sol desencadenn la 

1 actanc1a. 

Esquema que representa la el~vac1dn de los niveles 

de PRL después de cada ~ucc1ón en las muJeres 

lactando. la mayor respuesta se encuentra die~ a 

cuarenta dlas después d~l parto. 

Representa el mecan1sm<..1 por e 1 que la 

hiperprolact1nem1a 1nterf1ere con la func1ón 

ovárica. ya. sea deb1do al embara:o o por 

hiperprolact1nemia patológ1ca. 

Se muestran los n:veles de la PRL sérica en 

d1versds patologías ~n ca~oar~ción con los valores 

encontrados en el suero de n1L1Jeres normales. La 

9•J 



Figura 7. 

Fígura B. 

Figura 9. 

concentración 

prolactir.omas. 

más alta corresponde los 

Se ilustra el principio de la filtración gel; las 

moléculas grandes son excluidas del gel, mientras 

las moléculas pequeñas penetran en la matrl: del 

gel, retardando su pasa por la columna, asl 

emergen de ella después que l~s moléculas grandes. 

Escuema oue represent~ una resina de afinidad. El 

scport~ o n1atr1~ generalmente una agarosa 

<Sepharosa> y el espaciador representa la molécula 

introducid~ en 13 matri: par3 favot•ecer· la unión y 

la estabilidad del ligando en la resin~. evitando 

las efectos estér•1cas ~ntre ellas. El ligando 

(Concanavalina-A>, es la molécula afln la 

sustancia que se des~a separ~r. 

Esquematizac1ón del prir1cip10 de la cromatograf1a 

por af1n1dad. En la parte superior de la figura. 

se representa la for1n~c1ón de la resina de 

afinidad ccn la inmc1vil1:ación del ligando al 

soporte. en la parte media. la ret~nción de la 

muestra por el ligando. con eliminación de las 

imourezas y en la parte 1nf erior 0 el rompimiento 

del comoleJO formado entre la muestr·a y la resina 

y la obtenc1~~ de la muestra ya pur1f icada. 

Repres~nta varias ~structLlras de carboh1dr·atos aue 

se encuentran frecuentemente en hormonas 

glucoprotéicas, como un eJemplo de los residuos de 

a:dcares aue 

Concanavalina-A 

son unidos por la Sepharosa

debido su contenido de dos 

residuos de manosa en posición alfa. 
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Figura 10. 

Fi9ura 11. 

Figura 12. 

Figura 13. 

Reoresenta la cur ... a de calibración de ceso 

-:-,olecular. Se obtu ... o mediante una cromatografía 

~n SephadeK G-100 de varias protetnas de pe~o 

molecular conoc1do aue se utili=aron como 

marcadores, graficando ql volumen relativo de 

elución (Ve/Vol dt:- c.ada tma dt:- ellas, contra el· 

logaritmo de su oe50 molecular lPMl e:~presado en 

k11odaltones <Kd>. 

Cromatograf ia en Seohade:: G-100 del suero de dos 

mujeres normales eumenorré1cas. Las flecha~ en la 

parte superior de esta f1gura, así coino en todos 

los cromatogramos de este trabajo. representan el 

volumen de elución de los diferentes marcadar~s de 

PM y se ut1l1~gn como refe1·o::?nc1a nara lcJcal1;:ar a 

las diferentes molécul~s de PRL. 

Cromatografia de los sueros ae otra;; do·.; l'hUJE-re~ 

normales o•Julator1a.s, tnostr'indo la presenciad~ 

las se1s var1edddes rnol~culares d~ PRL que ~e 

observaron en la f1g1..1rd 11. Se 1nd1r.:an los siti.os 

de elucidn de las orate tn.:i.5 usadr;s en 1 a 

cal ibrac1ón de la columna cama la gráfica 

anterior. 

Cromatog1•afla de la me=cla a partes iguale~ de las 

sueros de cuatro pacientes eumenorréicas (''oool'' 

normal). El perfil es semeJante los 

cromatogramas de los sueros individuales. Se 

resuelven las seis diferentes formas moleculares 

de la prolactina aue se ident1fican con números 

romanos del 1 al V!, con credom1nio del pico III 

que eluye cerca del Ve de la anhidrasa carbdnica y 

ante'=> del estándar de i2":1-JPHL con un peso 

molecular aparente de 26 Kd. 



Figura 14. 

Figura 15. 

Figura 16. 

Figura 17. 

Figura 18. 

Análisis cromatugráfico en Sephadex G-100 de un 

''pool'' de las fracciones 34-38 que se obtuvieron 

en una primera cromatografia <pico 111). Se 

aprecia la eluc1ón de una molécula que precede a 

la del estandar de '~~IPRL, con un peso mayor. 

Cromato9rafía en Seohade:: G-100 del LA de una 

mujer con embarazo de 37 semanas; se aprecian do~ 

01cos principales de inmunoreactiv1dad: uno que 

eluye en el '/e de la ovaalb1Jmz11a. (0110) y otro que 

eluye poco desoués de la AC. 

Perfil cramato9ráfico del 11ou1do amnidt1co de una 

muJer normal can embara;::o de 38 semanas. 

Muestra tres pico de eluc1ón, el primero en el 

area de ''b19'' PRL eluyendo con la Ovo <PM 

apro:c1mado de 45000) y otros dos que corresoonden 

a G-PR~ y ''little'' PRL resoectivamente, n6te&e la 

ausencia de l~s 1noléculds de oe~o molecular bajo. 

La c1·cmatografta del LA la semana 39 de la 

gestación, muestra un cainbia notable al acercarse 

el parto: solo se observan dos 01cos en la región 

de las moléculaG pequeñas, una que eluye cerca del 

c:itocromo e (Cit PM 1'.2,500> y otro un poco después 

del marcador. Se observa también un pico peaueño 

en la =ona de ''big'' PRL. 

Cror.iato9raf1a en Sephade:{ G-10(1 del suero de una 

embara=ada con 30 semanas de gestación. Se 

aprecia un pico muy pequeño en el área d~ ''big

big'' PRL, er1 cambio los picos que corresponden a 

"big" PRL, G-PRL y ''little'' PRL, presentan 

irimunoreactividad muy importante, y dominan el 

perfil. 

93 



Figura 19. 

Figura 20. 

Figuºra 21. 

FiQura 22. 

23 y 24 

Perfil cromato9ráf1co corresoor1d1ente a la se1~a11a 

34 del embara:o normal, muestra cu~tro D!CO~ d~ 

inmunoreactiv1dad de PRL. uno corresoonde a la 

zona de ''biq'' PRL, otros dos a G-?RL y ''l1ttle'' 

PRL C::6 y ::2 l:d> y el cuarto a la molécula de t6 

Kd. El a.rea de "b1g-b1g" PRL es apenas. 

perceot1ble. 

Se muestra la c1·omatografia de un suero tomado en 

la semana 3q de la gestación: resalta el aumento 

de "l1ttle" PAL (22 Ld >, qL1e es 1 a forma 

predominante y que eluye con la 12~IPRL. 

de ''big" PRL se encuentra disminuida en relación a 

las dos figuras anter1ore~. 

Representa la cromatograf1a del suero de una 

paciente con Diabetes mellitus y embara:o de 37 

semanas. 

co1"rescor1de a G-PRL. E:.te oerfil es diferente al 

de la muJer norn1al, en el aue predomina la 

variedad no 9luco51lada ("little" PRL). 

Se oresenta una ~~r1e de 3 perfiles 

cromatoqráficos de muJer no1·mal al final de 

embara:o, en el pastparto y la lactancia. En la 

semana 40 de emba1·a:o se encuentran cuatro picos: 

uno en la :ana de ''big-bi9'' PRL y das mas de ''big'' 

PRL, eluyendo con BSA y Ovo respectivamente. sin 

emb~rgo, predomina el o~co oue corresponde 
11 l1ttle'' PRL =2 f:d. Se observan ademas dos picos 

menores en la :ona de las n1ol~culas peoue~as. En 

comparación. en la f1~1ur·a 23 (postoarto>, el 

predominio de la ''little'' PRL ~2 kd ~s franco, y 

1 as formas moleculares ~rancies se encuentran 

disminuidas; Uespués al tnic1arse la lactancia se 
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Figura '25. 

Figura 26. 

Fiqura 27. 

Figura 28. 

F1qura 29. 

ob~erva ademas de lo anterior. la aparición de un 

nuevo p1~0 muv marcado au~ eluye entre el Ve de 

BSA y el dP l~ Ovo y que s~ encuentra ausen~e o es 

apena= oercept1ble en las figuras 22 y ==· 

Cromato9raf1a en Seol1ade:; G-1(10 de 3 sueros 

tomado-;; los y 9 m~ses de ¡actanc1a, se 

observa que el patrón es s1m1lar al de la figura 

:4. cuando se inicia la ldctanc1a. 

formas moleculares de l~ PRL du1·ante el segundo y 

tercer tr11nest.re_. del e~oar•a:::J. el postoart:a :~ la 

lactanc:¿. En !a oarte su~er101· de la figura ~e 

d1st1·1~uc1ón Qorcen~~al de las forma~ 

moleculares grandes de l~ PRL en la oarte 

:nfer1cr d1:.tr1bu('"1ún d~ los menó meros. 

incluyenco con ''l1ttle'' PRL. l~s mol~~u¡dS de baJo 

ceso molecLtl~t· (D~o'Jeñc.is ué::it1dc.isl. Cc;,,da punto de 

la gr~f1ca representa el nrom8d10 de los valores 

del gruno de muJer&s estLtd1~d~s en ~ada etapa. 

Perfil cromato4r3f1co d~~ su~ra ce una oac1ente 

normaorolact1r1ém1ca con qal3clorrea. 

el&vada proporción de ''b19-b1g'' PRL. 

Nótese la 

Perfil cromato~raf1co de! su~ro de otra muJer con 

pro:act1na normal Resalta la 

ores~nc1a de ''b19-b1g'' PRL v ~arias form~s de 

"b19" PR:L. en umbos oert:l~s <F1g=. 27 y :al st? 

obser·1a un p1cü que elu;.·C' r::ntrt L1 BSA '! la Ovo. 

P.epre~enta resultn.dos de das 

h1oerprolact1ném1ca~ con ~alactüríea. 

mUJeres 

En ambos 

casos es notoria el pal1morf1smo de las formas 



Figura 30. 

Figura 31. 

Figura 32. 

Figura 33. 

Figura 34. 

9r&ndes de lE PRL, ~unoue l~ forma moleCLt!ar 

predominantes e~ la G-PR~. Nótes~ oue en estQS 

oe~files también est~ ares~nte la 010lécula de 

''big'' PRL oue eluye ~ntre la &SA y la Ovo. aun~ue 

solo se le observa como w1 peque.-ño hombro. 

Comparación 9raf1c~ rje la 01•0013rc1ón cuant1tat1~a 

de las di1'e1'entes forn:;.s .11~lec11!.:r¿.s de 1.:t ?RL en 

norma con 

gala.e.torrea. t:n relac.:1ór1 a muJeres normales. Es 

de notar el dUm~nto de las forma 1noleculares 

grandes, co11 oredom1n10 cuantitativo de la ''b19'' 

PRL. 

P\'rfil cromatogr.;:¡f1co de dos casos de 

h1perprolact111~mla presentando amenorrea-

ga:actorrea. Obsérvese el predom1n10 de ''little'' 

PRL. 

Peorf i l cromatuoráfico de dos nacientes con 

hiperprolac:tinem1a y amenorrea. debidas la 

presencia de un tumor hiooi1sar10 oroductor de 

"little" PRL. El prqdccn1n10 de esta forma 

molecular es evidente. 

Comparación del perfil croma~c9r~f1co del su~ro de 

dos oac1entes h1oerorolact1r1e1nlcds oue solo ten1an 

9alactorrea; una debido d la presencia de un tumor 

h1pofisaria productor de ''b1g'' PRL Coarte superior 

de la i19urd). v l~ ot~a de or19en no tumoral 

(oerf1l ini'E>r1or). Pr<?domin.::. también "b1g" PRL. 

aunque e~~1ste 1nmunuredctiv1dad en el área de 

''little'' PRL. y de las moléculas oeqL1e~as. 

Comparac1ó11 d~ los niveles hcr~onales las 
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Cuadro 1. 

Cuadro -· 

Tabla !. 

Tabla II. 

Tabla III. 

Tabla IV. 

Tabla V. 

oacientes con amenorrea y amenorrea-galactorrea en 

relación a las valores en muJeres normales. En 

ambos grucos ~e obse1··1an al~eraciones hormonales, 

resaltando la alteración de los esteroídes 

ovar1cos. 

Se índican los orincioale5 causas que determinan 

hicerprolactinemia. 

Se $e~alan las causas mas f1·ecuentes que pueden 

producir qalactorrea. 

muJere~ normales selecc1on.3..das tenlan ciclos 

~vulato1·1os re9ularefi seqúr1 lo ind1c~n los ~alares 

do¿ pro9esterana CP._) obtenidos en la fase 11..1.te,:;. 

Se mu~$tran los datos cl1n1cc~ d~ la5 pacientes 

no1·moprolact1ném1cas crm galc:.ctorrea. El estudio 

ra.diolóy1co mostró OLte n ingun,1 presentaba 

al terac:1ón tumural. 

Se clasifit.:an las paciente~ aue presentaban 

alteraciones er1 la secreción de PRL. de a~uerdo a 

la concentración de lQ hormona. Como pu~de v~rse, 

la mit3d de las oac1ente~ h1oerprolact1ném1c~s 

tenia un tumor h1paf1sar10 produ~tor de PRL. 

Halla=gos cl1niccJs las oac1ente:. 

hiperprolactinón11cas cstud1ad~5. Las valores 1nas 

altas de PRL se ancontra1·an en lss oa.c1er1tes con 

prolactinoma. que fue dete~tad~ por una tomografia 

axíal computar1=&d~ (TAC). 

Se muestra la clasificación de las diferentes 
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Tabla VI. 

Tabla VII. 

Tabla VIII. 

formas moleculares de la PRL encontr&das en 

rnuJeres normales en bdse a su Yolurnen de eluc1dn 

CVe) e,:prpsado en 1111. :;u coef1c.1ente de oart1cidn 

Ct:av) y ceso molecular CPM> obtenido en la curva 

de peso molecular<F19 :01. 

SE muestra la procorc1dn •je l~s diferentes form~s 

moleculares de la PRL j~n los sueros de las mujeres 

con ciclo menstrual o~ulator10. e:.presad~ como 

ocrcenta1e de l.:.. inmur1or~act1v1dad total de PRL. 

Los 'Jalar-es oro111ed10 f•.1eror1 t9uales oar-'l las do5 

molécula; de ~.:.. PRL mor.c.mér Ha QLte :::e local1=0.. en 

~1 area de ''l1tt1~·· PRL. 

Resultado~ ci~ la cran1atoyr~fla cor af1n1dad en 

Seoharosa-Concana~~l1r1a-A. d~l "00111". de las 

íracc1ones 34-:8 V de 1 i:l 

filtración en Sephad~:: G-100. con ~l obJeto de 

aver19l1<sr si la molécLtla. de '.:ó kd co1-resDonde 2l. leo. 

var1d~d 9lucos1lad~. 

Cambios cuant1tat1vos aue sufren las moléculas de 

PRL, anal1;::ando los re·""'ulta.dos del tot~l de las 

muJeres estudiadas ~través del c1clo me11~trual. 

el embar~=o y la lactancia. 

98 



1. 

B l B L l O G R A F l A 

Chambach A. Br1dson W, Tur•~iatan W <1971) Hu1nn.n prolactin: 
ident1f1cat1on and the ohyslcal character1=at1on on the 
bioloa1callY act1v~ hermane b~· polyacr>·lami~e gel 
elect~oohor~s1s. 81ocnem B1oohys Res Comm 43:1296 

"• Shome 8, Parlot.ci AF <1977) Human p1tu1tary proL¡ct1nt The 
entire 11n~ar am1nu acid secuence. J Cl1n Endocr1nol Metab 
45: 11::: 

3. Nic:oll C, Ma:,1er G. and Rusell S M. C1986) Structural 
featureE of oralact1ns and a1•01~th hormones that can be 
related to th~1r l1~alo~1cal ora~erties. Endocr1ne Rev1ews. 
Vol. 7: 2 l169-20:J. 

4, Wallis M {1991> The molecular evolut1on of p1tu1tary growth 
hermane, orolact1n and olacental lact:ag~n: a orcb.nn L>.mily 
show1n9 v~r1aUle rates of evolution. J Mol Evo! ¡7:10 

5, Wallis M C1976> The r:h~m1str:.' of Plf.Ui.tary 9'""'01•1th harmone, 
orol<1.ct1n é\nd re~att-d hormor1es .1nd its relat:..on-:;1110 to 
b1olog1c~l dCt1v1t~. in: oeot1des and prote1n~. a survay of 
r·ecent. develoomt:n':·,,. 1.Je:.natf'1n B (e_.dJ Net•I Yor~ 5:213 

6. Archl?r D J. <198i'.tl Ft:1oloi;,.1a dt? orolact1na. 
Obst Vol. 2 f3~1-3::;. 

Clin Ginec 

7. Fra.nt;o AG (l 0 72J In: Lactogen1c hormones. Wolstenholme 
G.E.w. ~.n1~Jht !EdJ Church1l 11v1n9tone. Ed1nbur9h and 
Landon. Paq 186. 

8. Rosenberg SM, Maslar IA. R1ddlc~ O H <1980> Decidual 
production of pralact1n tn late 9estat1~n: Furthe ev1dence 
far a dec1dL1al source of amn1ot1c fluid orolact1n. Am J 
Obst1?t Gyneccl 1~8:681 

9. Hauth JC, Par·i pr CR Jr, Mac I:·...Jn<.ld PC. Porter JC and 
Johnston JM <19761 A 1·ole af fetal orolact1n in lung 
maturat1on. Obs. G~r•ec 51:81 

10. Shiu RPC and Friesen ~IG <1980) Mechan1sm of act1on of 
pr·alact1r1 in the c-011tr":1l of mammcir·;1 yland fLinc.t1on. r.inn Rev 
Phis1ol 4=:83-96, 

11. Aono T. Sh1on T, Shoda T. <1977> In1t:.aton of human 
lactat1on ~nd orolact1n r~sponse to sucl~l1ng. J Clin 
Endocr1nol Metab 44:1 101- 1 106. 

1:. Zarate ( 1983) Reoercus1ón el 1n1ca de la 

99 



hiperprolactinem1a. 
Mé::ico. S.A. de C.V 

Conceptos acutales. Folleto Sando= de 

13. Vle1nber9 Dl Noel GL, and Frant= AG [1977) Galactorrhea: a 
study of =35 cases includ1n9 48 w1th 01tuitary tumors. N. 
Engl J Med =96:~89 

14. Zárate A, Canales ES, Forbach G. <1984) Galactorre.a. Un 
s1onL de pdtologta diversa. Folleto Sanda: de Mé1:1co, S.h. 
de-c.v. 

15. Johnston DG, Ha;.gh Rlrl, Watson M ll985) Prolc.ct1n secretic·n 
and b1logical act1v1t~ in fem~les ~11th 9alactorrhea ~nd 

nor"1al prolact1n concer1trat1ones at rest. J Cl1n Endocr1nol 
Hetab ~::":661 

16. t:le1nber·g DL, Tod~ J <1980) Evid~nce that 9ro1~~n hermane is 
a potent lactoqen 1n µr1mates. J Cl1n Endocr1nol Metab 
51: 1("39 

17. Lei..11s UJ. Sinüh PPtJ. S1nha YtJ. IJ:1.nder Lo.an Wp. (1971> 
Electrophoret1c ev1dence far hu1nan prolact1n, J Cl:n 
Endocr1r1ol Met~b 33:153-157. 

18. l(1effer At·. MalarLey WB. (1978) S1:e heterogene1ty of hum;::i.n 
orolat1n in CSF and serum. E::per1menta1 cond:.t1ons that. 
alter 9el f11tration patterns. J Cl1n Endocrinal MetnU 
46:119-124. 

19. Suh HK, Frant= AG (1974) S1=e heterc~ene1t~ of human 
pralactin plasma and 01tu1tary e::tracts.- J Clin Endocrino 
Metab 39:928-935. 

20. 

21. 

Andino NA, B1dot C. 1/aldes 
Chromatooraohic pattern of 
ovulator~ hycerorolactinem1a. 
44:6(l(l-61J5. 

M. and Machado A ! 1985) 
c1rculat1n9 orolact1n 1n 
FPrtil1ty and Ster1l1ty 

Soono Y•.:. Ferguson f":t1, Me Garr1ck G. Jeftcoate SL. <1982) 
Si=e hetero9ene1ty of i!nmunorreact1ve prolact1n in 
hvoeruralact1nem1c scrum. Cl ln Endocr1nol. lt.:~56-265. 

F¿ng VS. Refetoff S. (1978) Heteroqeneous human prolact1n 
froffi a g1ant p1tu1tary tumor irr a oat1ent w1th 
panhypop1tu1tar1sm. J Cl1n Endocr1nol Metab. 47: 780-787. 

2::;. Fang VS, t:1m MH ( 1975.\ Sludy of maternal. fetal a11d amn1ot1c 
hum&n prala~t1n at ter~. Cl1n Endocr1nol Metab. Al: 
l IJ31J-10.34. 

24. Jordan RM. Tresp NM and ~ohler PO. (1985! Human orolactin 

10{1 



heterogene1ty 1n pituitary effluent blood. 
Res. 17:598-601. 

Horm Metabol 

25. Wt1itaker MO, t.]eé GG. Wao PC. Randa!! RV. Ht-ser OW. (1984) 
Demonst1·ati~n of biolog1cal act1v1ty of ¡Jrolact1n molecular 
weight variants in hun1an sera. J Cl1n Endocr1nol Metab. 
58:826-830. 

26. Guayda HJ. <19'5> Hetpro9ene1ty of hum.:::.n growth hormor1e ;ind 
prolact1n se~ret1on in v1tro: inmunodss•y and rad1oreceotor 
assay corrt-lations. J Cl in Endocr1nol Metab. Al: 954-967. 

27. Benveniste R. Hel~1a11 JO, Orth DN. Mc~~nna TJ. Nocholson WE 
and Ra~1na1uit: D. r:979l C1rculal1nQ b1Q ~um~n orolact1n: 
Convers1an to small t11Jman prolacti11 b) reduct1011 of 
d1sulfide bands. J Clin Endocr1r1ol Metab. 48:883-886. 

28. Garn1er PE. Aubert ML, f'.aplan SL and Grumbach MM. (1978> 
Hetérogene1ty af 01tu1t~ry and olasma prolact1n in man: 
Decreased ~ff1111ty of ''b19'' orola~ttn !n • radioreceptor 
assay and e~1der1ce 1~r its secret1on. J Cl1n Endocr1nol 
Metab. 47: 1 27~- 1 ~81. 

29. Pelleqr1n1 I. Gunz G. Ron1n C. Fenou1l)et E. Peyrat JP, 
Delar·1 P and Jaquet P. (1986> Polymoroi11sm of prolactin 
secreteci ~y human orola.ct1no.na cells: Inmunulo91cal, 
receQtor IJ1nd1ng. dnd b1olog1cal orop1ert1es of the 
glycosylateci and non~lycosylatt>d forn.s. Endocr1nology 1=~~ 

2661-2671;. 

30. Chamo1er J. Cl.:::.L1strat B. Sassolas G. Berger M. <1987> 
Oetect1an and ~n:vmat1c deglycoeylat1or1 of a glycosylated 
var1ant of prolac~1n 1n human olas~a. FEEBS lett. ~1~:~20-
~24. 

31. Larre=i F. 1J1ll.:.;111 . .1i::>va C. Crav1oto MC. Escar::a A and DE.-1 Real 
C1985) Further evidence that ''b¡9--b19'' prolactin is 
ort>ferent1ally :d.•crf'ted ir1 111omen .._,1th h1perorolactinem1a and 
normal ovar1an fur1ct1on. Fert1l1ty and St~ril1ty. 44: 25-
31J. 

32. Andersen n~l. Pedersen H, DJursing H. Andersen BN and friesen 
HG. (1982) B1oact1vitv of prolact1n in 1~omen with an 
excess of lar9e molecular s1=e or~l~ct1n. pers1stent 
h iperorol act 1nem1 a and espontaneous conceot1on. 
Commun1catior1s-in-br1ef. =s: 6~5-6=8. 

33. Whitteaker PG, W1lcox T and L1nd T. <1981) Mantained 
fe1·t1litv 1r1 a oatient 1~1th hvoerprolact1namia due to big, 
big prolacttn. J Cl1n EndocrinOl Metab 53: 863-866. 



34. Lee D~. and Mari.off E, c1q80J Synthesis a11j relea~e of 
ylucos.-'ldt;:od or.:..1:~c•;1n tl'/ hum-an .:1ec1Cua in v1tro. J. Cl1n 
Endocr1nol f1etab 6~: 991)-t:;'.9~. 

35. R1chter1ct1 R '/ Coi •. v,oo j P (1983) Qu1m1ca Cl1n1ca. Teoria 
practica e ir1terpr~tac1ón, 4~. Ed. Salv~t Editores. S.A. 
Barr.elon3. (España/ Pays. lló-;.17. 

36. Porath J and Flodin P ll9:-09) Gel f1ltrat¡an. Nature 1&:;:1.~57 

37. F1s~t,er <19751 Intr8ducc1ón a l~ crom~tagraf1a en gel. 
Ed1tori,,.,_1 El l'1anual ~'\Jde1·no. S.h. Puys. 1-11-:J 

38. Chard T ¡¡q8:1i Labo1~.;•~ory l<?chn1c;1..'f:'"i> B1c1.:_he.-n1str1 aoc 
molecular Ei1olo•JY· ,:111 introd1_rct1c: to 1·aiJ1fJ1rnmunc;:;,.;;;say and 
r~lated tachn1ques. lth. Ed. 4th. ~:'1r.~~. 

::9. Ac:en P, Farath S and Ernbo.c• S (19:,";') C!1em1c2-.l caupl1ng of 
peot1des ari-:1 orot.:Jir1s tu p.:-ily:'=::~··:nat'!dt>s by means of 
cyann9•n hal1des. Nature 21q:1:Ci2-!3ú~ 

40. Cutr~·c::i.s::iJ P :i.nc1 Anf1n:::-?i"• C2. 1JQ7:1 
cl1orm;;i.to9rai:ihy. Annu Rev B1achem 41:~59-278 

41. Phar1nac1~ Fine Chem1c~!s. (1978> A1f1n1ty cnromatograot1y. 
Pr1nc1ple<5 and metr101j•.:.. Handbur:>I ot Pharmac1a Fine 
Chemicals. Pa9. 6 

42. Pub1nson o, Garct~ ~~., c~r·ballo O. Ru1= JE, Solls J and 

43. 

Zárate A. (19811 Data t:.11'oces5 in r.r.d101mrnunaa=-sa: ... ·• Results 
Rev Inv Cl1r1, 3:~:1~3-147. 

Plummer DT. 
B:ochemistr:.·· 

( 19791 
:nd, Fd. 

;;,, 1Gt1·ojuct1ur to Practica~ 

Gr ;i.1-H:. 1 Boot cc.moany •:..JI"> 
:1m1ted, Great Br1ta11· •• Pa9. lOl. 

44. Ma.ts•-•.:.tra 5 ¿¡,nd Ch<?n HC 119Sni 3. ~11-:-,p~-~ and effect1·.:e sol•.•t.>nt 
system tor el>Jt1on of gon3ij.J-roc1ns from Concanavaltn A 
aff1n1ty chrc:;ma";ograpn)'. l~r1alyti•:.al 81oche·n1stry 1(1 6:41~1:'.-410 

45. Le1•1Ls UJ, S1n.;-J PrJP, LehllS L.:, 5~3.VL""t 81- ~11d Stnh~ 'r"f·J. (1994/ 
Glyc':'Z'./13.t.>:>d o·.·:nt:0 prr:)l:ct¡r., ?'"'·~lC IJ::.tt ,.""",=.':Id Sc1 _;~,"1 81::..' 
389 

46. Mari off E. 
Let•r! s UJ. 
bioloc,¡1cal 
13.-J6 . 

'31gel MEt. Lac:ou.r i\i, St:"av¿,: .. Fir, :::-r1P.se>n -IG ari:J 
(1983l Gl~cos1lat1or select1~ely alters tt1q 
act1v1t¡ of crolact1r1. Enducr1nolog~ 1=3:1~03-

47. Mar~off E and Lee OW <1987) Glycos~lated prol~ct¡n is ~ 

mayt.Jr c1rculnt1nLo '.'ar1a11t 111 human serum. J Ci1n Endocr-i.nol 
Metah 65~110~-11~6 



Metab 65:1102-1106 

48. Sinha YN, G1ll1g~n TA, Lee OW, ~allingswoth D and Mar~off E. 
(1985> Cleaved orola~t1n: evid~nce for its ocurrence in 
human p1tu1tary giand and plasma. J Cl1n Endocr1ne Metab 
60:239-243 

49. Mittra (198Dl A novel ''cleaved orolact1n'' 1n the rat 
c11tu1tary: P-'rt 11 Ll'1_!' . .!.::LC?. mammñry .riitoqenic a.r:t1v1ty of its 
N-t;erruinal ló k maiety. El:ochetT1 B1oohys Res CmrnLtn 95: 1?5(j-
1754, 

103 


	Portada
	Índice
	Capítulo I. Introducción
	Capítulo II. Generalidades
	Capítulo III. Material y Métodos
	Capítulo IV. Resultados
	Capítulo V. Discusión y Conclusiones
	Apéndice
	Bibliografía



