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C. ESTEBANEZ, M.E. MARTINEZ 
J.L. MARTINEZ, M.M. MARIN 

a bateria de posibles pruebas analiticas en el campo de la bioquimica 
para el estudio de la infertilidad es muy amplia. 

Pretendemos con este trabajo, dar un esquema general de los detalles 
basicos de las principales determinaciones hormonales, de los tests de cali­
dad utilizados, asi como un somero repaso de las indicaciones clinicas y de 
los factores a tener en cuenta al valorar los resultados para intentar ofrecer 
al clinico una orientaci6n diagn6stica lo mas acertada posible. 

Entre las diversas tecnicas utilizadas, el RIA (Radioinmunoanalisis ), ha 
supuesto un gran avance por su sensibilidad, especificidad, exactitud y pre­
cision, asi como por la sencillez de su metodologia que eliminando las en­
gorrosas tecnicas de extracci6n, permite medir concentraciones del orden 
de picogramos directamente en suero, plasma u otros liquidos biol6gicos. 

Para ello, nos parece fundamental para el clinico, un conocimiento pre­
vio de las bases te6ricas de las determinaciones radioinmunoanaliticas para 
una mejor comprensi6n de los resultados. 

El RIA consiste fundamentalmente en la competici6n entre dos antigenos 
por un anticuerpo espedfico capaz de unirse a ambos. Uno de los antigenos es 
el que esta presente en la muestra yes el que queremos determinar. El otro, lo 
aiiadimos nosotros y esta marcado radiactivamente para poderlo detectar. 

* Servicio de Medicina Nuclear. HOSPITAL DE NAVARRA. 
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Posteriormente, se separa el complejo antífeno/anticuerpo formado y se mide 
la radiactividad que contiene (Fig. 1)25• 3 • 

METODO DE SATURACION O COMPETICION POR R.I.A. 

Ag (muestra) Ag-Ac 

Ag* (marcado) Ag*-Ac 
Fig. 1 

El método RIA, no es más que una variante del «análisis de saturación de 
EKINS», denominación más amplia que engloba todo tipo de reacción compe­
titiva, en la que una sustancia ligante se une al anticuerpo marcado y no 
marcado7• Según se aprecia en el cuadro (Fig. 2), la sustancia ligante específica 
puede ser un anticuerpo como en el RIA, una proteína, un enzima, microorga­
nismo o reactivo inorgánico específico de la sustancia que vamos a determinar. 
Unicamente es necesario que dicha sustancia ligante se halle en una concentra­
ción menor que el antígeno para que se establezca .una competición entre 
antígeno marcado y no marcado, que se rige por la ley de acción de masas. 
Como la cantidad de antígeno marcado que añadimos es fija, la cantidad de 
complejo antígeno/anticuerpo marcado disminuirá a medida que aumenta la 
concentración de antígeno presente en la muestra, estableciéndose una reac­
ción indirecta que nos da una curva dosis/respuesta de tipo descendente (Fig. 
3). 

El empleo de standards o calibradores permitirá en los análisis RIA el 
cuantificar la sustancia a medir, al referirla a unas concentraciones ya conocidas 
que se analizan conjuntamente con el problema. Con estos standars se elabora 
una curva de calibración, considerando el1 00% una concentración de «0» libre 
de sustancia. 

La función principal del standard es pues, la de servir de elemento de 
~omparación, por lo que se requiere que presente idéntica avidez por el 
anticuerpo que la sustancia que queremos medir, para que la reacción antigéni­
ca sea de la misma intensidad. La OMS prepara standards de referencia de 
hormonas con estas propiedades, con lo que consigue internacionalidad en la 
medición, haciendo posible la comparación de resultados28 • 

Así pues, cualquier sustancia con poder inmunógeno será capaz de medirse 
con esta técnica, ya que se requiere la formación de anticuerpo específico 
contra dicha sustancia. Igualmente, se pueden hacer inmunógenas sustancias 
de pequeño peso molecular mediante su unión a proteínas o con inmunizacio­
nes sucesivas repetidas de pequeñas dosis a un animal de experimentación33• 

Posteriormente, será necesario purificar el anticuerpo con el fin de eliminar 
posibles reacciones cruzadas con otras sustancias afines. En este terreno, el 
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empleo actual de las lineas de anticuerpos monoclonales ha mejorado sensible­
mente la especifidad de la tecnica (Fig. 4)16• 18• 21 • 

Fig. 4 

ELECTROFORESIS 

1.- Suero policlonal 

2.- Fracci6n purificada de anticuerpo 

3.- Anticuerpo monoclonal 

Para el marcaje del antigeno con un is6topo radiactivo, se emplea comun­
mente el 1-125. Su mayor actividad especifica, su sencillez de'detecci6n al ser 
un emisor gamma y su vida media de dos meses aproximadamente, le han 
permitido desplazar a otros radiotrazadores utilizados anteriormente como el 
H-3, C-14, etc. El procedimiento habitual de iodaci6n se realiza mediante la 
cloramina To lactoperoxidasas segun el tipo de sustancia12• 20 • 

A partir de 1968, se comienza a iodar el anticuerpo en vez del antigeno, 
lograndose un analisis directo al separar el complejo antigeno/anticuerpo 
eliminando la reacci6n de competici6n. A este metodo se le denomina IRMA 
( analisis radioinmunometrico ). En el IRMA, el anticuerpo se encuentra en una 
concentraci6n mayor que el antigeno. La curva de calibraci6n es directa 
correspondiendo por lo tanto una mayor concentraci6n a una mayor radiacti­
vidad (Fig. 5). Dentro de las ventajas del IRMA tenemos el que se evitan los 
posibles daiios producidos al antigeno en las maniobras de iodaci6n, con las 
consiguientes diferencias de afinidad entre el antigeno marcado y el no marca­
do. En conjunto, se logra una mayor sensibilidad y especificidad. 

Para la separaci6n del marcador radiactivo ligado del libre, el metodo 
empleado habitualmente hoy en dia, es la separaci6n del complejo antigeno/ 
anticuerpo mediante la adici6n de una sustancia precipitante o bien mediante el 
empleo de una fase s6lida (bola o tubo recubierto con el anticuerpo ), siendo 
necesario en ocasiones, la adici6n de un 2. 0 anticuerpo4• s, 17• 36• 

Los modernos contadores de radiaci6n gamma, resuelven automaticamen­
te el relativamente complicado analisis matematico del RIA, mediante progra­
mas incorporados al microprocesador, que realizan las transformaciones loga­
ritmicas pertinentes, establecen las curvas standard, «slope», etc. y al mismo 
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tiempo efectuan un control de calidad al rechazar automaticamente valores no 
comprendidos entre los limites de desviaci6n admitidos. 

Ademas de las hormonas relacionadas directamente con la esfera sexual y 
reproductiva como son (Fig. 6 ), otras hormonas pueden estar implicadas en un 

Fig. 6 

PROLACTINA 
PROGESTERONA 
ESTRADIOL 
ESTRIOL 
TESTOSTERO NA 
FSH 
LH 
DHEA S04 
DHEA 

determinado caso clinico, siendo necesario en ocasiones realizar determinacio­
nes de CORTISOL, ACTH, T3, T4, por citar las mas rutinarias o PROSTA­
GLANDINAS, ENDORFINAS, GnRH, etc. en situaciones diagn6sticas de 
mayor complejidad. De entre ellas, esta adquiriendo gran in teres la determina­
ci6n de ANDROGENOS en pacientes con hirsutismo y alteraci6n del ciclo 
menstrual, que pueden estar elevados par patologfa ovarica o adrenal. Igual­
mente, la determinaci6n de ESTRADIOL en el seguimiento monitorizado de 
la inducci6n de la ovulaci6n puede ser necesaria para evitar un sfndrome de 
hiperestimulaci6n 11 . En estos cas os, in teres a detectar precozmente la existen­
cia de embarazo bien por tecnicas de imagen o por la determination de la 
fracci6n beta de la gonadotropina cori6nica humana mediante radioinmunoa­
n:ilisis monoclonal, que lo detecta a los diez dfas de la fecundaci6n con una 
sensibilidad de 1.5 mUI/ml. y una reacci6n cruzada con LH del 0.24% 15• 

En la interpretaci6n de los resultados de las determinaciones analfticas 
hormonales, es preciso tener en cuenta una serie de factores: 

Variaciones inherentes al metodo analftico. En todo analisis, se establecen 
unos controles de calidad que permiten determinar los lfmites de valoraci6n 
correcta de los resultados como son (Fig. 7): 

SENSIBILIDAD: MINIMO DETECTABLE 
SLOPE DE LA CURVA DOSIS-RESPUESTA 

PRECISION: COEFICIENTES DE VARIABILIDAD: INTERANALASIS 
INTRAANALISIS 

ESPECIFICIDAD: % DE REACCIONES CRUZADAS CON SUSTANCIAS AFINES 
HOMOLOGACION: RECUPERACION ANALITICA V VOLUMETRICA 
Fig. 7 
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Estos datos, deben ser obtenidos por cada Laboratorio y para cada analisis 
en particular con el fin de establecer los rangos de normalidad26• 

Variaciones inherentes a la sustancia a medir.- Existen hormonas que 
presentan fluctuaciones horarias, diurnas o ritmo circadiano, o nictameral, o 
bien variaciones ciclicas a lo largo del mes como en la mujer (Fig. 8l4 • 30 • Otras 
se ven influenciadas por el stress (PROLACTINA), ejercicio (hGH) o la 
postura (RENIN A). A veces se encuentran unidas a proteinas, como es el caso 
de los esteroides sexuales, que se unen a la proteina ligante de hormonas 
sexuales (SHGB) y que se puede medir por IRMA. Estas proteinas transporta­
doras pueden alterar su concentracion en situaciones fisiologicas, patologicas o 
tras la administracion de medicamentos, por lo que es interesante su medicion 
para valorar de forma indirecta la fraccion lib re 0 biologicamente activa en los 
casos en los que no se puede determinar directamente. 

Otro factor a tener en cuenta es la biosintesis de estas hormonas, ya que 
algunas de ellas tienen diferentes vias, metabolicas y diferentes origenes por lo 
que puede haber cierta confusion a la hora de estudiar un organo o sistema. 

Por todas estas variabilidades, las determinaciones en suero o plasma son a 
veces insuficientes, siendo necesaria su medicion en orina, tanto para obtener 
una valoracion global de lo ocurrido en un periodo de tiempo, como para 
medir productos de metabolismo hormonal como los 17 cetoesteroides. 

Se pueden medir niveles hormonales en otros fluidos biologicos como 
semen, saliva, liquido folicular, etc. Igualmente, la obtencion directa en vena 
ovarica o espermatica, permitira localizar anatomicamente procesos 
patologicos10' ""1 9, 27• 

Por Ultimo, insistiremos en que las determinaciones. por RIA o IRMA nos 
informan de la capacidad inmunogenica de una sustancia, es decir, la parte 
inmunogenicamente activa, que no siempre coincide con la biologicamente 
activa detectada en los bioanalisis. · 

En ocasiones, las determinaciones basales no son suficientes para llegar a 
una conclusion diagnostica, siendo preciso recurrir a los test dinamicos de 
estimulacion o supresion. 

Haremos referencia alos utilizados en el estudio del eje HIPOTALAMO­
HIPOFISARI0-90NADAL y a los empleados en el estudio de las hiper­
prolactinemias. 

Los test mas empleados son: 

El clomifeno es un estrogeno debil, de accion antiestrogenica que bloquea 
la inhibicion producida por los estrogenos sobre la liberacion de gonadotropi­
nas hipofisarias, provocando una descarga de las mismas, que en la mujer, 

22 [8] 
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inicia el ciclo con posterior ovulaci6n y en el hombre la producci6n de 
testosterona. 

La respuesta a este test implica una integridad del eje hipotalamo-hip6fisis 
g6nadas, evitando determinaciones repetidas para llegar a una misma conclu­
sion diagn6stica, indicando una alteraci6n a nivel suprahipotalamico, central o 
una alteraci6n en el feed-back de Ios esteroides sexuales. Esta indicado como 
«Screenning» en Ios hipogonadismos leves. No hay respuesta en Ios graves, ni 
en Ios retrasos de la pubertad, ya que se requiere un nivel minima de testostero­
na o estradiol para la misma 1. Existen diferentes pautas para la realizaci6n del 
test, siendo la mas habitual la siguiente (Fig. 9) 

• determinaciones sericas basales de FSH y LH 
• administraci6n de 100 microgramos/dfa de CLOMIFENO du­

rante 5 d fas. 
• determinaciones sericas de FSH y LH, Ios dfas 6 y 7. 
Fig. 9 

Las respuestas a este test son diferentes en funci6n de la dosis empleada23 y 
de qiferentes situaciones, tanto fisiol6gicas como patol6gicas. Asi, en prepube­
res existe muy poca respuesta, siendo mayor la de la FSH que la de la LH13• 14• 

Esta respuesta va aumentando durante la pubertad y en el adulto se invierte, 
siendo cinco veces mayor la respuesta a la LH y es modulada por el nivel de 
estr6genos ode andr6genos. En la mujer, la respuesta al testes caracteristica 
segun el momento del ciclo34• Se ha visto que existen tumores productores de 
FSH y que responden al GnRH y a veces, hip6fisis que tardan en responder y 
lo hacen tras varios pulsos de GnRH32• Por todo esto, es preciso valorar cada 
caso individualmente al interpretar un test de respuesta al GnRH. 

La met6dica empleada habitualmente es (Fig. 10): 

• paciente en ayunas y reposo 
• extracciones basales a menos 15 y 0 minutos. 
• administraci6n i.v. de 100 microgramos de GnRh. «LUFO-

RAN». 
• extracciones sericas a Ios 15, 30, 60 y 90 minutos. 
• determinaci6n par R.I.A. de FSH y LH en cada muestra. 
Fig. 10 

. Este test de respuesta de la g6nada a la inyecci6n de gonadotropinas ha 
perdido parte de su valor al poderlas medir directamente. Quizas la unica 
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indicaci6n en la cual sigue teniendo vigencia es en la diferenciaci6n entre 
anorquia y criptorquidia antes de la pubertad. 

La pauta empleada es la siguiente o modificada en el sentido de una 
inyecci6n unica (Fig. 11)9 • 

• determinaciones basales TESTOSTERONA o ESTRADIOL. 
• administraci6n de 3.000 Ul.dfa de HCG durante 4 dfas. 
• determinaciones sericas hormonales Ios dfas 5 y 6. 

Fig. 11 

Cada vez se le confiere mayor importancia a la determinaci6n de la PRO­
LACTIN A en el diagn6stico de la infertilidad, asi como en otras alteraciones 
de la esfera sexual2• 

Se la relaciona con la insuficiencia lutea y de todos es conocido el sindrome 
amenorrea-galactorrea, que para algunos seri'a incluso una manifestaci6n tem­
prana de un adenoma hipofisario, aun~ue las determinaciones de PROLAC­
TINA fueran en principio normales5• 1• 

En las hiperprolactinemias es muy importante llegar a un diagn6stico 
etiol6gico correcto, descartando un origen medicamentoso o endocrino y 
valorar asi si es de causa organica o funcional. La posibilidad de que sea de 
causa tumoral, se acrecienta cuando aparecen cifras sericas superiores a 100 
nanogramos/ml., existiendo criterios segU.n distintos autores que relacionan la 
tasa de PROLACTIN A con la existencia ono de un prolactinoma, aunque este 
no sea evidenciable ni con Ios TACS de moderna generaci6n. 

Los test funcionales intentan buscaruna soluci6n a este problema, tratando 
de deslindar el origen organico o funcional de una hiperprolactinemia por la 
respuesta ono a Ios mismos. Muchos son Ios test utilizados y sus mecanismos 
de actuaci6n (Fig. 12)3' 29• 

TEST DE ESTIMULACION 
• THR .................... . 
• CLORPROMACINA 
• SULPIRIDE 

• METOCLOPRAMIDA 
• DOMPERIDONE ....... 

TEST DE FRENACION 
• L DOPA ............... .. 
• BROMOCRIPTINA .... . 

[11] 

acci6n directa sabre celula lactotropa 

bloqueantes receptores D .A. 
hipotalamicos e hipofisarios 
bloqueante receptor D.A. hipofisario 

agonista D .A. 
agonista directo receptor D.A. 
hipotalamico e hipofisario 
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• L DOPA más CARBIDOPA agonista D.A. hipotalámico 
• NOMINFESINA ... . ... .. agonista indirecto receptor D.A. 

h'ipotalámico 
(Cabranes J .A., 1983) Fig. 12 

Nosotros preferimos utilizar los que actúan únicamente a un solo nivel. 
Así, entre los de estimulación empleamos el de TRH, que es un factor estimu­
lante de la TSH y que actúa directamente sobre la célula lactotrofa, provocando 
simultáneamente la descarga de PRO LACTINA a la vez que la de la TSH (Fig. 
13). 
• paciente en reposo y ayunas 
• determinaciones basales a menos 30 y O m in. 
• administración de 200 a 400 microgramos de THR i. v. 
• extracciones séricas a los 15, 30, 60 y 90 min. considerándo­

se como respuesta positiva la obtención de niveles de 6 a 8 
veces superiores a los basales 

Fig. 13 

Otro test, el de DOMPERIDONE (bloqueante dopaminérgico), actúa 
directamente a nivelhipofisario provocando la estimulación de la secreción de 
PROLACTINA (Fig. 14). 

• paciente en reposo y ayunas 
• determinaciones basales a menos 30 y O min. 
• administración de 4 mg i.v. de DOMPERIDONE «MOTILIUM». 
• determinaciones séricas a los 15, 30, 60 y 90 min. 
Fig. 14 

La DOPAMINA es un potente inhibidor de la secreción de PROLACTI­
NA, que algunos, incluso la asemejan con el PIF (factor inhibidor de PRO­
LACTINA). Por ello, los test de inhibición suelen ser a base de algún factor 
dopaminérgico. Estos derivados dopaminérgicos suelen presentar algún efecto 
secundario y al actuar a nivel hipotalamo-hipófisis, en ocasiones pueden llegar 
incluso a inhibir la secreción de PROLACTINA del propio tumor. 

La NOMIFESINA, inhibe la recaptación axoniana de DOPAMINA, 
actuando únicamente a nivel suprahipofisario por no existir axones dopami­
nérgicos en la hipófisis, por lo que no inhibiría los prolactinomas. Esta 
propiedad y el hecho de no producir efectos secundarios, hacen que constituya 
hoy día el test de inhibición más empleado (Fig. 15)22 • 

• paciente en reposo y ayunas 
• determinaciones basales a menos 30 y O m in. 
• administración oral de 200 mg. de NOMINFESINA «ALIVAL». 
• determinaciones sé ricas a los 60, 120, 180, 21 O y 240 m in. 
Fig. 15 
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A pesar de todo lo comentado, el diagnóstico diferencial sigue siendo 
problemático en cuanto que existen tumores que responden a los estímulos y 
por otro lado hiperprolactinemias «funcionales» que no lo hacen6 • 

Por último y brevemente, exponemos algunos ejemplos prácticos de las 
indicaciones y pautas de las determinaciones hormonales en el diagnóstico 
hormonal de la infertilidad. 

Ante una amenorrea secundaria, valoramos niveles de HCG, PROLAC­
TINA FSH, LH y se realizan los test del eje hipotalamo-hipófisis-gónadas 
comentados anteriormente (Fig. 16). 

AMENORREA SECUNDARIA 

' HCG 
embarazo pos - neg -PROLACTINA" 

/ elevada· 
normal HIPERPROLACTINEMIA 

' TEST GESTAGENOS, 
neg / 'pos -

/TEST ESTROGENOS~ 

neg pos 
caJsa '\... 
endometrial FSH. LH 

si -­
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En Ios casos de estudio del ciclo, es pr:icticamente imprescindible la toma 
de temperatura basal para establecer el momento mas id6neo para la toma de 
muestras de las determinaciones hormonales. Medimos PROLACTINA en la 
primera fase del ciclo, con toma triple de muestras para evitar variaciones de 
stress y FSH, LH, ESTRADIOL y PROGESTERONA en fase folicular, 
periovulatoria y fase lutea (Figs. 17, 18 y 19). 
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