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La homoestasis del calcio en el humano estd supe
ditada principalmente a la interaccion de tres sistemas de
regqulacidn hormonal. El primero de ellos y con mucho el --
més importante es el sistema de la PTH, el segundo el de -
ta lec,25 dihidrocolecalciferol o vitamina 03 y el tercero
de los sistemas esta gébernado por lasacciones de la calci
tonina(1). La PTH actia regulando: 1)La dinidmica de la re-
sorcién y la secrecidn del calcio del esqueleto, que es la
principal reserva de éste cation en el organismo. 2)La ex-
crecidon de calcio por el rifion y 3)E1 balance entre la ab-
sorcidn intestinal de calcio y los requerimentos organicos
del mismo. Asi entonces 1a calcémia se regila principalmen
te por la actividad secretora de PTH, misma que a su vez -
aumenta cuando el calicio extracelular disminuye y viscever
sa{2). Es de hacer notar que la PTH tambien influye de ma-
nera primordial en la homoestasis del fosforo, favorecien-
do 1a excrecién urinaria de éste al aumentar la actividad
de 1a hormona(3). »

La importancia de la actividad de las glandulas
paratircideas. 1a sospechd por vez hrimera en 1836 Paynard

veterinario de lLyon, Francia, que observd la muerte de los
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perros a los ﬁocﬁs‘d%és"de haberles extraido ta gléndula -
tiroides. Poco tiempo despues, entre 1839 y 1842, Albers -
publica la primera descripcidn anatdmica de las glandulas
partiroides. Los primeros estudiosde 1a funcidn de las pa-
ratiroides los realiza Remark en el aho de 1855. Virchow -
en 1863 describe las glanduias en el hombre y en 1880 ----
Sandstr8m describe la presencia de cuatro glandulas parati
roides{4). Gley en 1891 demuestra que la paratiroidectomia
total es incompatible cen l1a vida(5). Afirmandose la inde-
pendencia total entre la giandula tiroides y la paratiroi-
des, idea que se confirma con las estudios embrioldgicos
de Khon realizadas en 1895.

Las glandulas paratiroides se encuentran en nime
ro de cuatro (cuyos tamzflos no rebasan los 5mm c/u.), si--
tuadas en la pared posterior de 1a glindyla tiroides.

Cada glandula paratiroides estd su vez dividida en celdi--
1las constituidas de tejido coldgeno, en las que se encuen
tran tres tipos de células; a)células principales, cuyo ta
mafio es menor a 12 micras, b)células espumosas, de tamafo
mayor que las anteriores (entre 20-30 micras) y células --
oxifilicas que poseen granulaciones inconctantes, variando
de acuerdc a la especie. Todas éstas células contienen --
gran cantidad de mitecondrias; como caracteristica impor--
tante cada glandula estd irrigada tan solo por una arte--.
ria terminal, rama del plexo tiroideo(6). ’

E1 origen embrioldgico de las glandulas parati-



roides es a partir de la tercera y cuarta bolsas faringeas
siguiendo un esquema de desarrof]o similar al que presénta
la hipofisis, a partir de una evaginacion hueca en cuyas -
paredes proliferan cordones macizos, que formardn la parte.
secretora de la glandula, la evaginacidn primitiva que une
a la gtandula con 1a orofaringe se atrofia posteriormente
(7).

.Las manifestacicnes de enfermedad paratiroidea -
se han descrito desde 185C, en lo que respecta al sindrome
tetdnico por Lausart y Trosseau; en 1891 se relaciond con
prblemas oseos por Von Recklinghausen, a partir de los cua
les partieron los primeros estudios clinicos de las parati
roides con Hanson en 1823 y mas particularmente con Collip
en 1925(8). En 1978 Keutman, publicd la secuencia completa
de la PTH humana {figura 1), estructura que fué deducida -
de trabajos previos(9) y unicamente un aminodcido fué revi
sado en 1981 cuando la secuencia de codificacidon del DNA -
para la PTH-h fué establecida(10) y mas recientemente sin-
tetizadas(11). En todas las especies que sintetizan PTH, -
se trata de un polipéptido de 84 aminodcidos, lineal, con
peso molecular aproximado de 9,500 daltons (PTH-hi §,418),
basados en éstudios de filtracién en gel y en cromatogra--
fia de intercambio idnico, 1a PTH del perro, pollo y rata
son similares en tamafio y cafacteristicas a las especies -
porcina, bovina y humana, reéortandose discrepancias meno-

res .en algunos residuos aminoacidicos, (cuadro 1).
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“la EStruc}ura secundaria y terciaria propuesta -

. por Fiskin(12), a traves de estudios realizados con micros

copia electronica de campo obscuro, consiste de dos estruc
turas conectadas por un corto puente. Las localizaciones - .
de la alfa-helice, la beta configuracion y la regidn de gi
ros beta fueron deducidos por los métodos predictivos de -

Chou y Fasman({13). La organizacion en tercera dimension de

la molécula de PTH visualiza las configuraciones aminoter-

minal y carboxiloterminal {figurs 2}.

La PTH 1-84 es ]a.especie predominante en la cé-
Julas gléndulares y del ligquido intersticial que las rodea
de alrrededor del 85%(14). La hormona inicialmente sinteti
zada es una molécula de 115 aminodcidos, denominada pre--~
pro-PTH, que sigue dos pasos proteoliticos despues de que
es 11berad§ del RNA ribosomal{15), el producto que se alma
cena en el aparato de Golgi, es sometido a hidrdlisis sepa
rando 24 amingdcidos y formandose un precusor de la PTH de
nominado como pro-PTH de 90 aminodcidos, finalmente éste -
péptido al almacenarse en 10s granulos secretores pierde -
6 aminodcidos, quedandc la hormona nativa 1-84{16),

La secrgcién de 1a PTH 1-84 a la circulacién es
intermitente y no se 1lega a suprimir en su totalidad{17).
La PTH 1-84 una vez que ingresa en la circulacidn, se cata .
boliza en logs tejidos periféricos, principalmente en higa-
do y rifion, en donde se oriéinan fragmentos.de PTH{18); és
tos-y-la—misma—PTH-1~843-se-el-iminan—de—ta-circilacion-pore -

el rifion mediante mecanismos de filtracidn y reabsorcidn -

~12-~



FIGURA 2

Molécula de la PTH 1-84

vista de perfil

Molécula de la PTH 1-84

vista de frente

——x—
| U S

Molécula de Ya PTH 1-84
presentando los giros

beta y alfa.

- Configuracidn de la molécula de PTH 1-84, de acuerdo a distribu-

cién de masas en cahpo oscuro, por:difraccién de rayos X.«l%d1b)
-13- '
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tubular(19)7 La PTH,1-84 tiene actividad biolégica en ri--
fibn y dudosa en'hueso(ZO). Cuadro 2.‘ ‘

Por 1a orina no se excreta ninguna forma de PTH.
En la sangre se han identificado tres fragmentos principa-
les de la hormone que son; el fragmento aminoterminal 1-34
con gran actividad bioldgica en hueso y rifdn; el fragmen-
to carboxiloterminal 325-84 y el fragmento 44-68, ambos sin
actividad tioldgica(21). Asi entonces la concentracion de
PTH er sérgre, cuantificada en los radicinmunoanalisis, es
ta constituida por una mezcla heterogenea de estes tres---
fragmentcs, que dependen en su proporcién de tres procesos
diferentes: 1)secrecidn; 2)metabolismo en higado y rifién y
3)depuracidn renal{22). La potencia relativa de los dife--..
rentes fragmentos en relacidn a la accidon de la PTH 1-84 -
se muestra en el cuadro 3.

Los .anticuerpos con los que se cuenta para la de
terminacidn de PTH, tienen especificidad por una o varias
regiones de la molécula de PTH(23). Todos ios RIA indepen-
dientemente de la region especifica de la hormona que reco
nozca, cuantifican tambien la hormona integra 1-84. En la
actualidad se cuentan con varios anticuerpos para determi-
nar PTH y se diferencian en escencia de: a)Los que recono-
cen el fragmento aminoterminal 1-34; b)los gue reconocen -
el fragmento carboxiloterminal 35-84 y c) los que recono--
cen la molécula media 44-68. Es muy importarte tomar en --.
cuenta™la regidon especifica que el-anticuerpo-determinas;—-

para interpretar correctamente los resultados.

-14-
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CUADRD 2

METABOLISMO DE LA
HORMONA PARATIROIDEA

Paratiroides

PTH 1-84 ¢

circulacion

general

PROTEOLISIS
EN HIGADO Y
RINON

circulacion

general
" : FRAGMENTOS DE PTH
HUESO<——] 1-38 |  44-68 | 35-84]
RINON
ACTIVIDAD DEPURACION PTH 1-84 NATIVA
RENAL
BIOLOGICA {filtracion glomerular) FRACCION 1-34
FRACCION 44-68
FRACCION 35-84




LUADRO 3

[POTENCIA RELATIVA/mol. L

SECUENCIA
" Activacion de la

PEPTIDICA Hipercalcémica adenilato ciclasa
PTH 1-84 100 ) 100
PTH 1-34 132 77
PTH 1-31 74 : 10
PTH 1-28 0.2 . 5
PTH 1-27 0.2 0.2
PTH 1-26 0.2 0.3
PTH 2-34 64 3
PTH 3-34 0.2 0.3
PTH 1-12 +

0.2 -
PTH 13-34 :
PTH 37-84 0 -
PTH 53-84 0 ’ 0

!

Efecto metabdlico, encontrado en el suero de perros, al

administrar-diferentes.fragmentos—-de PTH bovina.

,716—
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E En 1a d1scr1m1nac1on entre el diagndstico de hiper
parat1r01deos y normales, asi como entre hipercalcémicos por
malignidad y de hipocalcémicos con respuesta paratiroidea --
normal o insuficiencia renal moderada, la sensibilidad de ~--
los RIA anti-PTH MM y anti-PTH 35-84 para identificﬁr]os es
buena; sin embargo, para la identificacidn de los hiperpara-
tiroideos es baja; para estos casos, es superior el RIA que
determina la regidn aminotgrmina], asi como los métodos ra--
dioinmunométricos y los citoquimicos{24).

La produccidn éoneencional de anticuerpos requiere
de seleccionar un animal de facil manejo, de preferencia lo
més alejado de la esﬁa]a filogenética para obtener rapida --
respuesta inmune con 13 administracidn de pequefias cantida--
des de inmundgeno; de adecuados métodos para la purificacidn
del inmundgeno; del manejo cuidadoso del mismo en la prepara
cidn e introduccidn en el animal seleccionado y, finalmente

de la facilidad en la obtencién y coleccién del suero hiper-

inmune{25).
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A)Obtencidén de -anticuerpos contra PTH y contra IgG de pollo:

E1 primer anticuerpo anti-PTH{RB-INN}, se obtdvo -
en un pollo de la cepa White Leghorn de 2.5.kgs. de peso, --
con libre acceso al agua y al alimento, en condiciones de -~
luz-oscuridad ambientales, bajo el siguiente programa de in-
munizacién: El dia "0", con 50 mcg de PTH-b 1-84(inmunonuclear
NRB:NBO1) y adyuvante completo de Freund; en los dias 15, 20
25 y 30 con 25, 12, 6 y 3 ug. de PTH y adyuvante incompleto.
En todos los casos se administrarén volimenes de 1.0 ml. re-
partidos en dos aplicaciones, en el cojinete de la pata y en
el miisculo pectoral, las reinmunizaciones se realizaron cada
45 dias con 2.6mg.. de PTH y adyuvante incompleto. Las san--
grias se realizardn cada 45 dias, por puncidn de la vena bra
quial del ala entre las 07.00 y 1as 09.00 hrs.; se separd el
suero, se liofilizo y se almacend en alicuotas de 1.0 ml. --
dentro de tubos Eppendorff.\

E1 segundo anticue}po anti-1gG de .pollo(Cl-INN), -
se obtdvo-en conejos deilafepp‘yuévaﬂlelanda.;in el dia-"0",

“se administrarén 100 mcg.-de IgG purificada de pollo(26) y ad

-18-



“yuvante coﬁp]eto de freund; los dias 15, 25, 35, 40 y 55 se

aahinistrarén 50. 25, 12, 6 y 3'mng.ae IgG de pollo vy sdyu—f
vante incompleto de Freund; al igual que para la obtencién -
del primer anticuerpo, los volimenes finales fueron de 1.0 -
ml1.{0.5 m1. de antigeno en solucidn de PBS), y se administra
ron en dos aplicaciones en el musculo dorsal vertébra]; Las
reinmunizaciones se realizardn con 1gG y adyuvante incomple-
-to cada 40 dias. Las sangrias se realizardn en las mismas --
condiciones que para el primer anticuerpo, por puncidn de Ta
arteria medial de Ja oreja con con punzocat del #Z1, previa-

mente empapado de una solucién de Heparina{l,000 u.i./m1.).

B)Preparacién de PTH-h 1-84 radioactiva con 1-125.

El radioligando de PTH 1-84, se prepard de acuerdo
al método descrito por Mallette ?“B,;1a actividad especifica
determinada por electroforésis en papel(3.0 mm. de grosor),
en buffer de barbital sédico fué de 600 uCi/mcg. de hormona.
Para la purificacion de PTH-b 1-84(1-125), se colectardn ali
cuotas de 1.0 ml. de una columna de Bio-gel P-60 de 1x70 cms
con flujo de 8 ml./hr., a 2%, La PTH-h{1-125) eluye en el -
frente del primer vo]umen(V]); en las fracciones .28 g 38 se
adicionan 0.3 ml. de soluoiénvdé barbital pH 7.4 con 10% de
suero hipoparatiroideo. Se seleccienaron las cinco primeras a
1icuo£as, para relizar el acqp]aﬁiento de cada una de ellas

al anticuerpo obtenido y al CH:1,

C)Caracterizacion de la region de la molécula que reconoce =

. -

e



PREPARACION DEL RADIOLIGANDO *

2 mCi DE 1-125 +
35 mcl. OE NaZHPO4 al 0.5 M, pH 7.4 +
2 mcg. DE PTH 1-84 +
5 mcqg. DE CLORAMINA-T
Incubar por 5 minutos a
temperatura ambiente
240 mcg. DE Na2503 +
1.0 m}. DE SUERO HIPOPARATIROIDEO +

10 mcg. DE QUSO G-32{microfina)

Lavar cuatro veces con
agua desionizada, centrifu

gando a 900 x g. 5 minutos

ELUIR CON 1.0 ml. DE AGUA-ACIDA Y

ACETONA AL 30% (v/V).

SEPARAR ALICUOTAS DE 200 mcl. PARA LA

CROMATOGRAFIA EN BIOGEL p-60.

* Mallette,L.E. & Bradley,W.A. '
Bovine parathyroid-hormone-{41-84), a hormone~fragment -/
white desairable properties for use as radioligand.

J. Lab. Clin. Med.:98, 886. (1981).

-20-



e]fanti%uerpo.

Se estudid la inmunoreactividad de) RB-INN utili--
zando las principales regiones de PTH con fragmentos sinteti
cos: aminoterminal 1-34, regiéﬁ media 44-68 y hormoga inte--
gra, para determinar el desplazamiento del radio]igéndo PTH
1-84{1-125), con cantidades conocidas de PTH-h 1-34, 44-68 y
1-84. Estos desplazamientos se determinaron simultaneamente

con el anticuerpo CH:1.

D)Radioinmuncanalisis.

E1 desplazamiento del radioligando PTH-h{I-125) en
el RIA se determind de acuerdo al siguiente protocolo: 1)Pre
incubacion de 60 minutos a temperatura ambiente con 100 f¢l.
de anticuerpo y 200 mél. de estandar de PTH , en buffer de --
barbital sédico 0.2 4 y barbital acido 0.025 M, con 0.18 M ~
de EDTA-Na2 y 10%de suero hipoparatiroideo. 2)Incubacidn du-
rante 20 hrs. a 4°C, en agitacidn constante, despues de la a
dicion de 10,000 cpm de radioligando, para un volimen final
de 400 mcl. 3)Adicion de-1.0 ml. del segundo anticuerpo dilui
do 1:200 con polietilenglicol(P.M. 8,000) al 3%{p/v); incuba
cién durante 60 minutos a 4°C en agitacion constante, para -
proceder a la precipitacion del complejo formado por centri-
fugacion a 1,500 x g. durante 60 minutos a 4°c. se elimina -
- el sobrenadante por decantagibn y se efectua el conteo del -

precipitado en un contador para emisiones gamma.

E}Determinacion de PTH en muestras problema.

-21-



L'a concentracidén de PTH, se midid en el suero de -
sujetos voluntarios aparentemenfe noﬁmale; y en el sobrena--
dante de la incubacidn de células paratiroideas caninas, que
fueron expuestas a diferentes concentraciones de calcio y ob
tenidas de acuerdo a métodos previamente desarvollados en el
laboratério(27), tanto con el anticuerpo RB-INN cﬁmo con el
“CH:1 y el anti-PTH MM, En’ el sobrenadante de la incubacién -

"de células, se elimina. el fdactor de heterogenicidad presente
en el suero, ya que la PTH presente es solo producto de la -

secrecidn celular.

FlAnalisis estadistico.

Para la validacion del radioinmunoanédlisis se rea-
1izaron experiencias sucesivas para n=8, con desplazamiento
del radioligando por concentraciones conocidas de PTH 1-84;
aceptandose dentro de una curva semi-logaritmica como valo;—
res: adecuados: pendiente inferior a -15 y correlacidn al cua
drado de los valores mayor a 0.85; para el cdlculo de resul-
tados se utiliza 1a media de los valores y la désviacibn es-

tandar de los mismos como medidas de tendencia central(28).

-22~



El incremento porcentual de tas IgG del suero de
pollo se identificd por medio de la realizaciton de electrofo
résis en ‘PAGE-SDS al 10%(%@), con tincién argéntinica, uti-
Tizndo 10 mcg. de proteina de las sucesivas sangrias como se
aprecia en la figura 3. A partir del segundo carril se apre-
cia un aumento en la densidad de las bandas proteicas de 75°
y 25 Kd, correspondientes a las cadenas ligeras y pesadas de
las IgG.-La titulacidon del anticuerpo RB-INN se realizd .con
diluciones crecientes del suero desde 1:400 hasta 1:3,000; -
“~la dilucidén dptima obtenida-fué de 1:2,400, ver figura 4.

EY perfil de elucidén radioactiva obtenido en la pu
rificacion del radioligando PTH-b 1-84{1-125), en la colimna
de Bio-gel P-60 se muestra en la figura 5; el 40% de la ra-=
dicactividad total aplicada a la colimna eluyd en el frente
del primer volumen({V,). Despues de cada purificacién la co--
lGmna es lavada con 10 veces el V0 utilizando buffer de bar-
bital sodico al 0.05 M y pH 8.6.

I's figura 6 muestﬂa los resultados obtenidos des-~
pués de la purificacion en ea Bio~gel del acoplamiento de la
PTH-B 1-84(1-125) a Yos anticuerpos RB~INN'y CH:1; con por--

centajes que van desde el 22% para Ya fraccion 5, hasta el -
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34% para la fra;cion 2, seleccionada para realizar los RIAs.

La caractérizacibn de la inmunoreactividad se rea- .
1iz6 con curvas de desplaiamiento para el radioligando y los
diferentes fragmentos de PTH: regidn media 44-68, regidn ami
nqtermina] 1-34 y hormona integra 1-84; en la figura 7 se --
muestran las evidencias experimentales del desplazamiento, -
en donde se hace evidente que los anticuerpos RB-INN y CH:1
no reconocen la fraccion 1—34, mostrando alta especificidad
en su desp]azamieﬁto para la otra fraccidn y para.]a hormona
integra.

La determinacidn de PTH en sueros problema se mues
tra en el cuadro 5, en donde se comparan los resultados obte-
pidos en pacientes normales de émbos Sexos
Se aprecia la-gran similitud de las concentraciones, con los
resultados del RB-INN y el CH:1,

La determinacidon de PTH en el sobrenadante de la -
incubacidn de células paratiroideas caninas, se muestran en
la figura 8, apreciandose que no existen diferencias signifi
cativas entre lo encontrado con los anticuerpos CH:1 y anti-

PTH MM {p < (.05).
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EDAD €a$ RB~INN CH:1
Mujeres X 35.26 9.3} 8.81 8.22
n=19 doe. 12.11 0.53 6.05 4.20
Hombres X 34.13 5.57 9.05 4.20
n=8 d.e. 9.1 0.50 - 4.39 6.29

‘Concentraciones en suero de:calcio sérico{CaS), mgs/dl..
Hormona paratiroidea, determinada con dos anticuerpos en
ng/ml. En hombres y mujeres; los primeros con edades en-.

‘tre 1B-60 afios; y de IQ a 65 afios para las Gltimas.
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El anticuerpo RB-INN, reconoce regidn media y ex-
- tremo carboxiloterminal, tal como lo demuestran las curvas

‘de desplazamiento con los diferentes fragmentos de la-molé-
‘cuta de PTH, ademas de la estrecha correlacidn entre éstas

curvas y las registradas comparativamente con los anticuer-
pos CH:1 y anti-PTH bien caracterizados. La determinacion -
de PTH en sueros de sujetos normales y en sobrenadante de -
células paratiroideas incubadas "in vitro", correlaciond --
significativamente con los valores obtenidos con el RB-INN

en las mismas muestras que-cuando se utilizardén otros anti-
~ cuerpos como el anti-PTH MM y el CH:1.

E1 esquema de inmunizacidn utilizado obtivo titu-
los crecientes de IgG; globulina gque es cuantitativamente -
Jla mas importante de Tas inmunoglobulinas séricas y posee -
la actividad mads alta para unirse a antigenos. Las demas in
munogiobulinas no sufrieron cambios cuantitativos aparentes
en el SDS, aln con las reinmunizaciones, lo cual es afortu-
nado puesto que no es extra@o que en las fases tempranas de

inmunizacion, los anticuerpos predominantes*sean IgM, inmu-

‘noglobulinas que son poco reactivas en el RIA y por lo tan----

to insensibles a cambios sutiles de Va concentracion del an

-%2-



tigeno. Aciua]mente,en nuestro RIA, el anticuerpo RB-INN --
tiene una di1uc%6n optima de 1:2,006, con la que se lagra -
el 24% de unidn méxima a la PTH-4§ 1-84(I1-125), o cual nos

permite ser autosuficientes en ésta area. En el RIA se uti-
liza un segundo anticuerpo obtenido en nuestro Taboratério

{C1-INN), para precipftar la PTH radiocactiva unida al anti-
cuerpo, lo que ﬁos permite tener un sistema de separacidn -

mas confiable,
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1.- LA REALIZACION DE UN RIA, PARA DETERMINAR PTH ELABORADO
EN NUESTRO LABORATORIO, NOS PERMITE ABATIR IMPORTANTEMEN
TE LOS COSTOS, EVITANDO HACER USO DE ESTUCHES COMERCIA--
LES QUE LIMITAN EN GRAN MEDIDA LA REALIZACION DE PROTOCO
LOS EXPERIMENTALES. '

2.- ENEL ESTUDIO DE LA BIOLOGIA DE.LOS SISTEMAS :HUMANOS, --
CONTAR CON UN RIA PARA MEDIR LA PTH, FACILITA LA IMPLE--
MENTACION DE PROTOCOLOS EXPERIMENTAL_ES Y EL MONITOREO DE
PACIENTES CON ALTERACIONES DEL METABOLISMO MINERAL.
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