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Introduccion

1.HISTORTA

1.1 .DESCUBRIMIENTO DE I.AS GLANDULAS P TIROTDES

La primera descripcién anatdmica de 1las glédndulas
paratiroides fue realizada por Richard Owen a la Sociedad
Zooldégica de Londres el 12 de Febrero de 1850, tras realizar
la autopsia a un rinoceronte de la India muertc en el Zoo de
Londres:

"Aparece un pequehic cuerpo glandular compacto de
color amarillento, adherido al tiroides en el punto en que
emergen las venas"(*®,

Owen se 1limité a describir su hallazgo en el
rinoceronte, pero ya no se refiridé a otros animales, ni
tampoco hizo descripcidén microscépica.

Posteriormente Ivar Sandstrom describe las paratiroides
en el perro (1877), y en el gato y el conejo {(1879), y
comienza a buscarlas en el hombre(**®.

"Cudl seria mi asombro cuando al examinar el primer
caddver humano encontré a ambos lados del tiroides y en su
polo inferior, un 6rganc del tamano de un pequefioc guisante,
que no parecia un ganglio ni un tirocides accesorio, y cuyo
examen histolégico mostrd una estructura bastante peculiar.

Después de varias autopsias no sélo tuve la certeza
de su constancia, sino que vi gque eran bilaterales en la

mayoria de los casos"¢™,



Introduccion

Supuso que eran restos embrionarios del tiroides, y no
fue capaz de determinar su funcién, pero propuso dque deberian

llamarse glandulas paratiroides.

1.2.FISTIOIOGTA DE TAS GIANDULAS PARATIROIDES

La tetania postoperatoria se describe por primera vez en
1879 en el primer paciente de Billroth que sobrevivid a una
tiroidectomia total. La tetania se describia como un estado
de hiperexcitabilidad del sistema nervioso con crisis de
espasmos gque solian afectar a toda la musculatura del
paciente, y se suponia que se debia a alteraciones en la
vascularizacién del cuello tras la cirugia o bien a 1la
incapacidad de eliminar determinadas toxinas excitantes del
SNC al faltar el tiroides.

Gley en 1891 provoca tetania en ratas al proceder a la
extirpacién de las paratiroides, y es el primeroc en
relacionar directamente la tetania con la falta de las
mismas®s’.

vassale y Generali confirman estas observaciones poco
tienmpo después (1896), y sugieren el efecto desintoxicante de
las gldndulas paratiroides®™™.

Erdheim, profesor de Anatomia Patoldégica en Viena, en
1906 destruye las paratiroides de las ratas mediante
cauterizacién® y confirma las observaciones de Gley, pues

reproduce la tetania y aprecia falta de depdsito del calcio

7



Introduccioén

en los dientes. Posteriormente (1907), realiza autopsias a
todos los pacientes muertos con enfermedad 6sea y encuentra
que tienen hiperplasiadas las gldndulas paratiroides. Es el
primero en asociar a las gldndulas paratiroides con 1la
enfermedad dsea, aunque se equivoca al decir que 1la
hiperplasia es secundaria a la enfermedad 6sea, y no la causa
de la nmisma‘®.

En 1891 Von Recklinghausen ya habia descrito 1la
enfermedad &sea en siete pacientes llamdndola Osteitis
Fibrosa Quistica‘l’®.

En 1903 Askanazy*® realiza la autopsia a un paciente
aquejado de osteomalacia y fracturas patoldgicas que
presentaba un tumor de 4,5x2x2 cm. junto al idébuloc izquierdo
del tiroides y sugiere gque pueda tratarse de un tumor
paratiroideo, lo que confirma en 1930 cuando vuelve a
examinar al microscopio las preparaciones.

Al mismo tiempo que esto sucedia en Europa, en los
Estados Unidos, MacCallum y Voegtlin tratan con sales de
calcio y extractos de paratiroides la tetania
postiroidectomia, y establecen que la funcidén de la hormona
paratiroidea tiene que ver con la regulacién del metabolismo
del calcio™®*'®, Pero en esa época muchos autores siguen
pensando en el efecto desintoxicador de las gldndulas
paratiroides, 1lo gque 1les hace dudar durante los afnos

siguientes®?’,
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En 1924, MacCallum afirma que estd absolutamente
convencido de que la tetania es la consecuencia directa de la

falta de calciof*r,

1.3 TRASPLANTE DE GLANDULAS PARATIROIDES

A raiz de los descubrimientos de Gley, el interés de los
cirujanos se centré en preservar las glandulas paratiroides
durante 1la cirugia tiroidea, y en tratar 1la tetania
postoperatoria mediante el trasplante de las mismas.

El primer trasplante de glandula paratiroides se llevé
a cabo en Viena por Von Eiselsberg en 1892, que trasplantd en
un gato medio tiroides con sus correspondientes gldndulas
paratiroides en el espacioc comprendido entre el misculo recto
anterior del abdomen y el peritoneo. El otro hemitiroides era
extirpado varios dias después y el gato no mostraba signos de
tetania. Después extirpaba el tejido trasplantado con lo gque
el gato moria de tetania y el examen anatomopatoldgico del
tiroides trasplantado revelaba neoformacidén vascular, signo
inequivoco de que el injerto habia "“prendido".

Durante las dos siguientes décadas se sucedieron las
investigaciones acerca del trasplante de tiroides vy
paratiroides, llegando a la conclusién de que el tejido
paratiroideo mostraba una especial facilidad para ser
trasplantado, aunque se regueria de un cierto tiempo antes de

que el injerto empezara a ser funcionante.
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Pfeiffer y Mayer en 1907 son los primeros en realizar
autotrasplantes paratiroideos humanos con éxito®"®’,

Alrededor de estas fechas se intentan los
alotrasplantes, pero sin éxito.

Entre 1907 y 1909 Halsted‘®*°-**' realiza autotrasplantes
en perros y enuncia la Ley de la Deficiencia:

"E]l autotrasplante paratiroideo sélo serd eficaz en
agquellos pacientes en gque la funcién glandular esté
disminuida como minimo a la mitad".

Esta teoria tuvo vigencia durante los siguientes treinta
anos.

Halsted también utiliza el calcio para tratar la tetania
y hace hincapié en la importancia de ser muy cuidadoso con
las glandulas paratiroides en el curso de la cirugia
tiroidea. Ademds describe la vascularizacién de las glédndulas
paratiroides y advierte de la importancia de no ligar la
arteria tiroidea inferior, ya que de ella proviene la
vascularizacidén paratiroidea®®.

Lahey en 1926°"Y propone el autotrasplante del tejido
paratiroideoc en el misculo esternocleidomastoideo en el curso

de tiroidectomias parciales.
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1.4.1.A5 PRIMERAS TIROIDECTOMIAS

La primera intervencidn para tratar el
hiperparatiroidismo fué realizada en Viena por Félix Mandl el
30 de Julio de 1925, siguiendo las indicaciones que habia
hecho Schlagenhaufer¢*’ en 1915: si s6lo aparece una gldndula
aumentada, lo 1dgico seria extirpar tdnicamente dicha
glandula.

Mandl extirpé un tumor paratiroideo a un paciente que
tenia una larga y penosa historia de enfermedad dsea, con lo
que se produjo una mejoria espectacular, aungue cinco anos
después el paciente presentd una recurrencia que le causd la
muerte, posiblemente debido a gue el tumor extirpado fuera un
carcinoma con sus correspondientes metdstasis productoras de
hormona paratiroidea®?® .

Dubois en Enero de 1926 trata a un paciente 1llamado
Charles Martell y lo diagnostica de tumor paratiroideo, por
lo gque es intervenido en miltiples ocasiones en busca del
mismo, pero sin éxito, hasta que en el curso de la séptima
intervencién se le extirpa un tumor paratiroideo alojado en
el mediastino.

A partir de este momento se crea en el Massachussetts
General Hospital el primer grupo dedicado al tratamiento del

hiperparatiroidismo dirigido por Aub.
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En los afos treinta se realiza un buen nimero de
paratiroidectomias con éxito y proliferan los estudios
anatémicos en cuanto al nuimero y localizacidén de las
glandulas.

Ya en los afios cuarenta se conoce mejor la enfermedad y
se la relaciona también con la presencia de 1llceras
gastricas‘®®** y pancreatitis®?®.

En 1958 se describe el Thiperparatiroidismo por
hiperplasia de las células principales®’,

En 1963 se desarrolla la técnica del radicinmunocandlisis
para la hormona paratiroidea, que en una etapa inicial
determina los fragmentos amino-terminal (de muy corta vida
media) y carboxi-terminal, para llegar al momento actual en
que ya podemos determinar la molécula intacta.

Por otro lado, la amplia difusidn de los
autoanalizadores para la determinacién de la bioquimica
sanguinea en los ahos sesenta, ha permitido la sistematica
realizacion de este andlisis a todos los pacientes,

descubriendo un gran numero de hipercalcemias asintomaticas.
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2. METABOLISMO DEI. CAILCIO

En el sujeto normal, 1la concentracién del calcio
extracelular se mantiene en un estrecho margen gracias a un
mecanismo homeostdtico en el que intervienen la PTH; la
vitamina D y sus metabolitos; la calcitonina; el fosfato y el
magnesio.

En condiciones normales, el descenso en los niveles
circulantes del calcio, aidn en pequefhas proporciones, es
suficiente para provocar una rdpida respuesta en las
gldndulas paratiroideas, con la consiguiente suelta al

torrente circulatorio de hormona paratiroidea'®:7®,

2.1 .HORMONA PARATIROTDEA

La hormona paratiroidea (PTH) es un polipéptido formado
por 84 aminodcidos con un peso molecular de 9.500, a partir
de un precursor de 115 aminocacidos (Pre-Pro-Paratohormona)
que se segrega como respuesta de las células paratiroideas a
la disminucién de los niveles del calcio sérico (y en menor
medida del magnesio).

En la circulacién se encuentran varios fragmentos
(amino-terminal, carboxilo-terminal) y la hormona intacta. De
ellos sélo tienen actividad la molécula intacta y el

fragmento amino-terminal (1-34).
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La PTH se une a los receptores existentes en los érganos
diana e 1inicia una serie de procesos encaminados a
restablecer los niveles normales del calcic en el torrente
circulatorio.

Los principales érganos diana de la PTH son los rifones,
el hueso e indirectamente, a través de la vitamina D, el
intestino. La principal funcién de la PTH es prevenir la
hipocalcemia, lo que se consigue extrayendo calcio del hueso,
aumentando la reabsorcién tubular de calcio, aumentando la
absorcién intestinal de calcio y aumentando la excrecién
renal de fosfato y Dbicarbonato con 1la consiguiente
disminucidén del fosfato en el plasma.

ILa PIrH, a nivel renal, ejerce varias acciones
encaminadas a mantener la homeostasis del calcio: aumento de
la reabsorcién tubular del calcio, fosfaturia y aumento en la
sintesis de 1-25-(0OH), D a partir de 25-OH D. El aumento en
la reabsorcidén tubular de calcio tiene lugar a nivel del
tibulo distal, mientras gque la fosfaturia y la sintesis de
vitamina D tienen lugar a nivel de la nefrona.

La fosfaturia se desencadena de manera inmediata
(minutos), mientras que la reabsorcién del calcio y la
sintesis de vitamina D ocurren de manera mds lenta (de varias
horas a varios dias).

La PTH provoca ademds la movilizacidén del calcio de los
huesos mediante la modificacidn de la actividad

osteoblasto/osteoclasto.
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La PTH estimula indirectamente 1los osteoclastos,
aumentando su numero y actividad, asi como su vida media. De
esta manera ejerce un efecto hipercalcemiante potente, que
estimulard la reabsorcién osea.

La PTH puede ademds estimular directamente la inhibicién
de los osteoblastos.

En el estado hiperparatiroideo la funcién de la PTH esté
anormalmente elevada, ya sea produciendo una defectuosa
homeostasis del calcio (hiperparatiroidismo primario) o como
consecuencia de la misma (hiperparatiroidismo secundario).

La disfuncién paratircidea puede ser debida tanto a un
aumento en el numero de células, como a cambios cualitativos
y/o cuantitativos en la produccién de PTH y en su control por
el calcio a nivel de la célula paratiroidea.

En el hiperparatiroidismo primario parece gque hay una
produccidén anormal de PTH a pesar de existir unos niveles de
calcio circulante normales al principio, aungue
posteriormente se desarrollara una hipercalcemnia.

En el hiperparatiroidismo secundario, la hipersecrecién
de PTH es debida a una respuesta fisioldgica a niveles bajos
de calcio mantenidos de forma continuada por un cuadro de
insuficiencia renal.

En principic, 1la hipersecrecién de PTH en el
hiperparatiroidismo secundario c¢esa cuando lo hace el
estimulo hipocalcémico correspondiente (al menos en teoria),
mientras dgque en el hiperparatiroidismo primario, la

persistencia de una respuesta secretoria suficiente para
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causar hipercalcemia implica cierto grado de regqulacidn
andmala de la secrecidn y/o proliferacién celular
paratiroidea independiente a 1los efectos, ‘normalmente
supresores, del calcio extracelular.

Asi pues, una de las diferencias principales entre el
hiperparatiroidismo primario y el hiperparatiroidismo
secundario es el nivel del calcio extracelular a partir del

cual tiene lugar la hiperfuncién paratiroidea.

2.2 . VITAMINA D

La vitamina D3 es transformada en el higado en 25-CH D
que a su vez se hidroxila a nivel renal pasando a 1-25-(0H),
D®*®, que es el principal metabolito activo de la vitamina D,
siendo necesaria para este paso la presencia de PTH vy
calcitonina™. La vitamina D aumenta la retencién de calcio
y fésforo y estimula 1la mineralizacién del hueso, teniendo un
efecto global hipercalcemiante e hiperfosfatemiante.

La wvitamina D también interviene induciendo 1la
diferenciacién de los precursores osteocldsticos, lo que
supone un efecto sinérgico con la PTH, que puede durar varios
dias.

lLa vitamina D aumenta la absorcién de calcio y fosfato
a nivel intestinal, activando la sintesis de los mensajeros
que determinan la produccion de las proteinas transportadoras

de dichos iones.
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2.3 .MAGNESTO

El magnesio es uno de los principales controladores de
los niveles del calcio. Actuia principalmente regulando la
secreciodn de PTH mediante un mecanismo similar al del calcio,

pero también tiene efecto a nivel 6seo y renal?®.

2:4 . CALCTTONTINA

la calcitonina es una hormona segregada por las células
C o parafoliculares del tiroides. Se compone de 32
aminodcidos y requiere tener la molécula integra para
mantener su actividad. Su secrecidén se estimula por 1la
hipercalcemia, y también por el magnesio, vitamina D, la
pentagastrina y el alcohol.

Actuda sobre los osteoclastos inhibiendo su funcién, a la
vez gue estimula los osteoblastos, lo que se traduce en el
descenso de los niveles del calcio sérico.

También favorece la eliminacién renal de calcio,
mediante la inhibicién de su reabsorcién tubular.

Estimula de manera directa la sintesis a nivel renal de
la 1,25(0H), D. |

Actda disminuyendo 1los niveles elevados de calcio
circulante por 1lo que, Jjunto con la PTH, regula 1la

calcemia‘*?’.
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LFISIOPA IA DEI, HIP ARATTROTDI SMO IMARTO

En el hiperparatiroidismo primario existe una mal
regulada  secrecidén de PTH que se traduce en una
hipercalcemia. En un principio se pensé que esto se debia a
gue el tejido paratiroideo, sobre todo en los casos de
adenomas, funcionaba de una manera auténoma, independiente de
la concentracidn de calcio extracelular.

Posteriores estudios han demostrado gue la produccién de
PTH en la mayoria de casos de hiperparatiroidismo primario
viene modulada por el calcio extracelular‘**?., Esto sugiere
que posiblemente el defecto de la gldndula paratiroidea
consista no sélo en una cierta autonomia, sino también en una
alteracién de la sensibilidad celular a los cambios en la
concentracién del <calcio extracelular. Esto ha sido
confirmado mediante estudios "in vitro®"(7.2e.79),

Mds recientemente® se ha descubierto un receptor
especifico para el calcio en la superficie de la célula
paratiroidea, que seria el responsable de la regulacidn del
calcio intracelular y de la produccién de PTH. Este receptor,
formado por una glicoproteina de elevado peso molecular,
parece estar disminuido o alterado en los casos de
hiperparatiroidismo primario. Es un receptor similar a los
encontrados en las células trofobldsticas de la placenta

humana y en el tudbulo proximal del rifién.
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La defectuosa regulacién en la secrecion de PTH a nivel
de la célula paratiroidea aislada es el Unico defecto en el
hiperparatiroidismo primario. Hay ademds en muchos casos un
aumento en la masa total del tejido paratiroideo
hiperfuncionante. Tanto la hiperplasia como la hipertrofia
contribuyen a este incremento de la masa glandular.

En resumen, se puede decir que el hiperparatiroidismo
primario consiste en una alteracién en la que el tejido
paratiroideo patoldégico "lee"™ mal la sefal de 1la
concentracidén del calcio extracelular y lo interpreta como
mds bajo del que en realidad es, y prolifera y segrega PTH de
manera inadecuada en un intento de llevar la concentracién
del calcio extracelular a un nivel mds alto.

La elevada tasa de PTH producida por el tejido
paratiroideo patoldégico reduce el aclaramiento renal de
calcio, aumenta la reabsorcidén é6sea de calcio y su liberacién
al espacio extracelular. Como se puede apreciar, todo esto se
traduce en un aumento del calcio extracelular por encima de
las cifras normales.

La hipercalcemia asi conseguida llegaria a frenar 1la
produccién de PTH incluso a nivel de las células patoldgicas,
con lo que se estabilizaria la calcemia a un nivel patolégico

por encima del normal.
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4. ATOLOGIA DEL H TIROIDISMO ARIO

El hiperparatiroidismo secundario se caracteriza por un
aumento en la secrecién de PTH a nivel de una hiperplasia de
las glandulas paratiroideas®®’.

Generalmente se debe a una insuficiencia renal crénica
en el curso de la cual se produce un marcado descenso en la
concentracidén del calcio extracelular con lo que aumenta la
produccién de PTH en un intento compensador, vy posteriormente
se ird desarrollando una hiperplasia de las gldndulas
paratiroideas.

Los factores gue desarrollan hipocalcemia son: (1)
hiperfosfatemia; (2) reduccién en la sintesis de 1-25-(OH),
D con la consiguiente disminucidén en la absorcidén intestinal
de calcio; (3) resistencia a nivel éseo a las acciones de la
PTH; (4) alteracidén del mecanismo de feed-back entre la
calcemia y la secrecidén de PTH y (5) disminucidén en 1la
degradacién de la PTH debida a la insuficiencia renal®s’.

1. En toda insuficiencia renal se produce
hiperfosfatemia de manera transitoria‘®®. Esta
hiperfosfatemia reduce la concentracién de calcio sérico que
a su vez estimula la secrecién de PTH; esta PTH reduce la
reabsorcidén tubular de fosfato, con lo que se corrige el
desequilibrio, pero dado que 1la insuficiencia renal va

progresando, la hiperfosfatemia se va haciendo persistente.
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2. La conversién del 25-{OH) D a su metabolito activo el
1-25-(0OH)}, D se lleva a cabo a nivel de la nefrona gracias a
la 25(OH)D-1 hidroxilasa que se activa sé6lo a unos
determinados niveles de fésforo. Si éstos son elevados se
produce una inhibicién en la sintesis de 1-25-(0H)., D,
proceso que contribuye a la hipocalcemia, ya dque esté
disminuida la absorcién intestinal de calcio®®*’. Cuando hay
una insuficiencia renal, también hay una insuficiente
sintesis de vitamina D.

3. La resistencia 6sea al efecto movilizador del calcio
por parte de la PTH es otro factor que interviene en el
desarrollo de la hipocalcemia y del hiperparatiroidismo
secundario en 1la insuficiencia renal crénica. Esta
resistencia es de aparicidén precoz y parece ser debida a la
deficiencia de metabolitos activos de la vitamina D y a la
presencia en sangre circulante de toxinas urémicas®’,.

4. Parece ser que el control que ejerce el calcio sobre
la secrecidén de PTH estaria alterado en la insuficiencia
renal crdénica, con lo que cifras de calcio normales no serian
capaces de suprimir las glandulas paratiroideas
hiperpldsicas, siendo necesario mantener cifras de calcio
superiores a las normales para inhibir la liberacién de PTH.

5. El1 rinén es el responsable de la eliminacién de los
fragmentos carboxi-terminales de la PTH gue carecen de
actividad biolégica en relacién con el metabolismo del
calcio, pero si son cuantificados en algunas técnicas

analiticas, hecho este que se ha de tener en cuenta en 1la
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interpretacién de resultados, ya que en los pacientes con
insuficiencia renal crénica hay acuimulo de estos fragmentos

por una filtracién glomerular deficitaria.
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5.CLINICA

Las manifestaciones clinicas del hiperparatiroidismo
primario suponen un cuadro mucho menos florido que el
presentado hace unos ahos, ya gque en la actualidad la mayoria
de los pacientes son diagnosticados precozmente mediante la
practica rutinaria y sistematica de la determinacidn de la
bioquimica sanguinea, tanto de manera ambulatoria como en
pacientes hospitalizados®-*V,

Se puede dividir 1la sintomatologia en dos grupos
principales: 1). Sintomas debidos a la hipercalcemia en si y
a la elevacién de la PTH, y 2). Sintomas debidos a los
estados patoldgicos que se asocian a esta enfermedad.

En general, la sintomatologia puede ser a) por
afectacidn del SNC, b) por alteraciones musculoesqueléticas,
c) renales, d) gastrointestinales o e) circulatorias.

a) Las alteraciones neuroldégicas se caracterizan por
pérdida de la memoria reciente, astenia, pérdida de
sensibilidad para el dolor, atrofia global y marcha atéxica
en casos muy evolucionados. Con frecuencia se presentan
alteraciones psiquidtricas®®’.

b) A nivel musculoesquelético es frecuente encontrar
signos radioldgicos de reabsorcidn subperidstica, sobre todo
en los huesos largos, teniendo un asiento preferente en las
falanges distales. Los signos de osteitis fibrosa quistica y

los tumores pardos son excepcionales hoy dia™?.
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c) Las alteraciones renales mds frecuentes se deben a
los depdésitos masivos de sales de calcio en las regiones
glomerular Yy tubular, produciendo nefrolitiasis Yy
nefrocalcinosis, lo que se traduce clinicamente en cdlicos
renales, polidipsia, poliuria y en ocasiones hematuria‘®®.

d) Los sintomas gastrointestinales se deben a 1la
asociacién frecuente de itlcera péptica (sobre todo en MEN I),
pancreatitis de repeticién y colelitiasis.

e) Es frecuente encontrar hipertensioén arterial (30-50%)
que remite después de la cirugia sé6lo en un pegquefic numero de
pacientes!”, asi como hiperuricemia asociada o no a gota.

El estado hipercalcémico de estos pacientes conlleva el
depésito de calcio a nivel de los tejidos blandos produciendo
condrocalcinosis, tendinitis, artritis, conjuntivitis,
gueratopatia en banda, etc.

Es muy rarc que se palpe el tumor paratircideo a nivel

cervical, aungue en algunas ocasiones esto es posible.
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6. ANATOMTA QUIRURGICA

Para realizar un correcto tratamiento quirirgico de las
enfermedades de las glandulas paratiroides es imprescindible
un buen conocimiento de la anatomia de la regién cervical asi
como del desarrollo embrionario de las mismas, pues como
veremos mds adelante, las alteraciones de este desarrollo
pueden ser la causa de importantes variaciones anatémicas que

nos lleven al fracaso del tratamiento quirdrgico.

6.1.EMBRIOILOGTA

Las gldndulas paratiroides, el tiroides y el timo
derivan de los arcos branguiales que se encuentran en el
intestino cefdlico del embrién de cuatro milimetros®®**’. En el
embridén humano existen cinco bolsas faringeas, que se forman
a partir de las paredes laterales de la faringe. La primera
bolsa faringea formard la trompa de Eustaquio y las restantes
acabardn aisldndose de la faringe para formar las gldndulas
endocrinag(34.237

El timo y las paratiroides derivan de la tercera y
cuarta bolsas faringeas, existiendo ya en el embrién de 8
milimetros cuatro esbozos timicos y otros cuatro

paratiroideos‘®’. A partir de este momento 1los esbozos

25



Introduccion

timicos crecerdn mucho mds rdpidamente gue los paratiroideos,
pero sin perder el contacto unos con otros.

Las paratiroides que se originan en la porcién dorso-
lateral de la tercera bolsa faringea (paratiroides III),
guedan pegadas a la parte dorsal del timo y se desplazaran
con él1 en su trayecto hacia el mediastino(1®-°1-124.188)  gerdn las
paratiroides inferiores.

El descenso del timo se realiza habitualmente por
delante del tronco venoso braquiocefdlico, aunque a veces
esto ocurre por detrds o incluso una parte del timo puede ser
pre y otra retrovascular.

Cualgquier causa gue pueda alterar o detener el descenso
de la paratiroides o del timo, puede ser la causa de que la
paratiroides gquede abandonada en cualquier punto del
recorrido, y si lo gue ocurre es que la paratiroides no se
individualiza del timo, puede quedar englobada por éste en el
mediastino anterior o incluso ser empujada hasta el
pericardio.

Asi se explica que en determinadas ocasiones las
paratiroides se encuentren muy desplazadas de su teoérico
punto de localizacién, llegando incluso al pericardio.
Ademds, a lo largo de ese camino pueden perder grupos
celulares gque posteriormente dardn lugar a las gldndulas
accesorias o supernumerarias.

Las paratiroides que se encuentren a nivel del polo
superior del timo o en el tracto tireotimico suelen conservar

la vascularizacidén normal dependiente de la arteria tiroidea
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inferior, pero aguellas que desclenden atn mds suelen tener
un pediculo arterial dependiente de la arteria mamaria
interna(19,49,99,162) .

Las paratiroides que se desarrollan a partir de la
cuarta bolsa faringea (paratiroides IV), no se desplazan
apenas en direccién caudal, posiblemente debido a que la
porcién de timo que acompafian se atrofia. Entran en contacto
con el cuerpo ultimo brangquial, que al descender el 1ldébulo
tiroideo, quedard incluido en parte en él, arrastrando a las
paratiroides gque acompafian a los 1ldébulos laterales del
tiroides en su descenso, quedando de esta manera adheridas a
la cdpsula tiroidea e, incluso en algunos casos, incluidos en
ella.Constituirdn las paratiroides superiores(©-=%,

De este modo, aquellas glandulas que en el embridn
tienen localizacién superior son las que mds van a descender,
llegando a ser inferiores en el adulto normal®* =,

Tanto las paratiroides superiores como las inferiores
mantienen un contacto intimo con el tiroides en todo este
proceso de desarrollo.

Esto hace pensar que las paratiroides superiores son méas
constantes que las inferiores en cuanto al numero y a la

localizacion.
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6.2.VARTACTONES NUMERICAS

Habitualmente en el hombre hay cuatro glandulas
paratiroides, dos superiores y otras dos inferiores, en
contacto con la cara posterolateral del tirocides y por fuera
de la cépsula del mismo.

Hay varias series en la 1literatura gque refieren
importantes variaciones en cuanto al numero de gldandulas
encontradas en estudios realizados mediante autopsias.

Gilmour‘® encuentra cuatro gldandulas en el 87% de los
caddveres, tres en el 6,1%, dos en el 0,2% y un 0,6% que
tenian cinco o seis glandulas.

Alveryd” encuentra un 90,6% de cadaveres adultos con
cuatro glandulas, un 5,1% con tres, un 3,7% con cinco y un
0,6% con sélo dos.

Akerstrom‘® encontré en material de 503 autopsias que en
el 84% (421 casos) habia cuatro glandulas, tres en el 3% y en
el 13% restante habia gldndulas supernumerarias que eran
rudimentarias o bien divididas. Las rudimentarias (11 casos)
eran muy pequefias y siempre estaban junto a una gléandula
normal excepto en dos casos que estaban localizadas en el
timo. Las que aparecieron divididas (32 casos) eran grupos de
porciones minusculas de glandula muy proximas entre si y

habitualmente incluidas en un grumo de tejido graso.
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Hay descripciones cldsicas como la de Zuckerkandl gque
encontré ocho gldndulas en un adulto y la de Erdheim que
refiere doce gldndulas en un nino.

Todos los autores parecen coincidir en que el numero
normal de glandulas es de cuatro, y gue cuando no encontraron
méds gue tres se debe a gue nho encontraron una cuarta gléandula
de localizacién anémala. Cuando encuentran un nimero superior
a cuatro, presumiblemente se deba a la fragmentacidén de una

o varias de las glandulas.

29



Introduccion

6.3.SITUACION Y RFTACIONES

En condiciones normales, las paratiroides se encuentran
situadas de manera simétrica, siendo dos superiores y dos
inferiores(?-*4.17%),

Con respecto al tiroides, las paratiroides se sitidan
posteriores y laterales, a nivel del surco que se forma entre
el tiroides y el es6fago, quedando las superiores a nivel del
tercio medio del tiroides y las inferiores en un drea que se
extiende dos centimetros cranealmente, caudalmente o
lateralmente al polo inferior del mismo**®,

Quedan proximas o incluidas en el interior de la vaina
tiroidea, pero son fdciles de individualizar de la gldndula
tiroidea sin romperlas ni afectar a su vascularizacion. Es
muy raro encontrarlas intratiroideas, y cuando asi ocurre,
suele ser en el seno de un bocio multinodular y con un buen
plano de clivaje entre tiroides y paratiroides‘?**”,

Gilmour®® encuentra el 90% en la cara dorsolateral del
tiroides, el 1,6% entre tiroides y esdéfago y el 1,5% detras
de la faringe o del eséfago.

La mejor forma de encontrar un punto de referencia de
las gladndulas paratiroides es con respecto a la arteria
tirocidea inferior y a su cruce con el nervio recurrente
laringeo, ya gque este ultimo es el gue suele ser mas

constante en cuanto a su localizacion(®i-142),
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Las paratiroides superiores son habitualmente craneales
a la arteria tiroidea inferior y dorsales al plano sagital
donde se encuentra el nervio laringeo recurrente. Son méas
dorsales cuanto mas caudales se encuentren. En ocasiones se
colocan por encima del polo superior del tiroides, o bien van
a alojarse en el surco traquec tiroideo o incluso se hacen
laterales, pero siempre en un drea de dos centimetros de
didametro y cuyo centro estd un centimetro por encima de la
interseccioén de arteria y nervio.

L.as paratiroides inferiores guedan ventrales al cruce de

arteria y nervio y caudales a la arteria tiroidea inferior.

6.4.ASPECTO MACROSCOPICO

Las glédndulas paratiroides son de menor consistencia que
el tiroides y se pueden aplastar facilmente quedando
convertidas en una pulpa amarillo parduzca.

Su forma mds habitual es ovoidea o fusiforme, de eje
mayor vertical, aungue a veces sean redondeadas o esféricas.
Su superficie es lisa y se observa una abundante red
vascular(i¢-?%-41.6%) v egtdn envueltas por una fina céapsula que
parece contenerlas, ya que si la abrimos, la gldndula parece
saltar hacia el exterior de la misma. Pueden tener una
pequefia depresién a nivel de la entrada del pediculo

vascular.
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El color varia con la edad, siendo en el recién nacido
grisdceas y semitransparentes, oscureciéndose progresivamente
con la edad. En el adulto su color varia del amarillo oscuro
al marrén rojizo, en funcidén de la vascularizacién y de la

cantidad de grasa que contenganf®*’.

6.5, VASCULARTZACION

La vascularizacién de las glandulas paratiroides es
independiente de la del tiroides, siendo lo habitual que
provenga directamente de la arteria tiroidea inferior. El
pediculo vascular entra a través del hilio, que se encuentra
en la cara posterior. La vascularizacién es muy abundante, lo
gue hace que sangren con facilidad y de manera muy profusa al
corte, sirviendo esto de a?uda a su identificacién, ya que ni
timo, ni tiroides, ni ganglios linfaticos lo hacen de esa
manera‘®:7 42,

En ocasiones (20%), las paratiroides superiores pueden
recibir su vascularizacidén de la arteria tiroidea superior o
de la comunicante anastomética longitudinal posterior o
incluso de una arteria esofdgica‘™’.

El drenaje venoso se lleva a cabo siempre mediante las

venas tiroideas inferioresf®®,
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7. TRATAMIENTO

7.1.INDICACIONES

Es fundamental antes de afirmar que nos hallamos ante un
hiperparatiroidismo primario, descartar otras causas de
hipercalcemia:

* Tumores malignos con metdstasis &seas.

* Otros tumores malignos que producen hipercalcemia
sin la existencia de metdstasis éseas (carcinoma
epidermoide de pulmén, hipernefromas).

* Enfermedades hematoldgicas gue cursan con
afectacidn dsea (mielomas, linfomas, leucemias).

* Enfermedades granulomatosas (sarcoidosis,
tuberculosis).

* Enfermedades endocrinas (tireotoxicosis,
hipotiroidismo, insuficiencia suprarrenal aguda).

* Ingesta excesiva de calcio o de vitaminas A y D.

* Sindrome de la leche y alcalinos.

* ITngesta de diuréticos tiazidicos.

* Pacientes sometidos a inmovilizaciones
prolongadas o portadores de la enfermedad de Paget.

* Hipercalcemia hipocalciiurica familiar.

* Obesidad mérbida‘®.
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Una vez llegados al diagnéstico de hiperparatiroidismo,
el tratamiento de eleccién es la exploracién quiridrgica del
cuello, con vistas a extirpar las gldndulas patoldgicas.

En términos generales, para establecer la indicacién
quirurgica en pacientes afectos de hiperparatiroidismo
primario, se siguen los criterios establecidos por Purnell en
197lf36.66,115,130,141,149,161):

* Calcio sérico por encima de 11 mg./100 ml.

* Enfermedad 6sea demostrable radioldgicamente.

* Insuficiencia o disminucidén de la funcidn renal.

* Litiasis renal sintomdtica.

* Complicaciones gastrointestinales (ulcus péptico,
pancreatitis).

* Complicaciones psiquidtricas.

* Imposibilidad de seguimiento del paciente.

* Crisis de hiperparatiroidismo agudo.

En los casos de hiperparatiroidismo secundario, la

indicacidén quirdrgica se hara porf©-1°4.2°7;
* Prurito intolerable.
* Alteraciones esqueléticas severas.
* Calcificaciones a nivel de tejidos blandos.
* Ineficacia o contraindicacién del tratamiento

nedico.
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7.2 .CONTRAINDICACIONES

Las contraindicaciones para la cirugia paratiroidea son
las generales para cualquier cirugia que se realice bajo
anestesia general: graves problemas cardiacos, heuroldgicos
o metabdélicos; insuficiencia renal terminal, hipertensidn

arterial nefrégena grave, etc.
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7.3.TECNTICA ANESTESICA

Los principales problemas anestésicos dque pueden
plantear los pacientes hiperparatiroideos derivan de las
alteraciones idnicas que presentan, y del grado de afectacién
de su funcidn renal.

Aungue por lo general antes de someterse a la
intervencién quirldrgica las anomalias de los iones Ca, P y Mg
intentan ser controladas, es necesario asegurarse mediante
una determinacién preoperatoria de que estos iones se hallan
en valores normales o lo méAs cercanos posible a 1la
normalidad, puesto gque desviaciones acusadas, tanto por
exceso como por defecto, pueden dar lugar a respuestas
andémalas a agentes anestésicos tales como benzodiacepinas,
barbitiricos y relajantes musculares, asi como ocasionar
alteraciones electrocardiogrdficas‘®.

La funcidén renal puede estar afectada en el
Hiperparatiroidismo Primario como consecuencia de la litiasis
renal y nefrocalcinosis que ocasionalmente lo acompaha y estd
severamente alterada en el Hiperparatiroidismo Secundario,
del que es la causa mas frecuente; en este caso se trata de
pacientes incluidos en un programa de hemodidlisis o bien a
los que se les ha realizado un trasplante renal. Dado el
riesgo vital que representa la hiperkaliemia, se procederd a
realizar una sesidn de dialisis la vispera de la intervencién
quirdrgica®e®,
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Durante la hospitalizacidén se adoptard una proteccién
sistemdtica del brazo portador de la fistula para evitar una
trombosis de la misma, y se continuard con la inmunosupresién
en el caso de los enfermos trasplantados.

Para poder realizar en todo momento un manejo anestésico
correcto, se tendrdan en cuenta los trastornos gque suelen
acompafiar los estadios avanzados de la insuficiencia renal,
entre los que destacan la presencia de anemia, las
alteraciones de la coagulacién, de la funcidén cardiovascular
y de la volemia, trastornos electroliticos y metabdlicos, y
posibilidad de complicaciones infecciosas®®,

Se evitard en lo posible el uso de anestésicos
nefrotéxicos como el Metoxiflurano, incluso el Enflurano,
cuya nefrotoxicidad es dudosa y en todo caso menor, y el
empleo de fdrmacos que precisan de la integridad del sistema
excretor renal para su eliminacién, como es el caso de
ciertos relajantes musculares (Bromuro de Pancuronio,
Vecuronio). La Succinilcolina puede ocasionar una
hiperkaliemia de consecuencias fatales‘**®.

L.a hipertensidén arterial se asocia con frecuencia al
Hiperparatiroidismo, en especial al Secundario:; debe ser
controlada farmacolégicamente, no interrumpiéndose 1la
medicacidén antihipertensiva durante el ingreso preoperatorio
para disminuir en lo posible el riesgo de insuficiencia
cardiaca e isquemia miocdrdica a las que son proclives estos

pacientes.
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En cualquier caso es imprescindible realizar una
valoracién preanestésica exhaustiva que incluya exploracién
fisica, determinaciones analiticas recientes, estado de la
funcidén renal, cardiovascular y existencia de otro tipo de
patologia asociada.

Aungue se puede realizar la anestesia regional (blogueo
epidural cervical) en la paratiroidectomia, la técnica no
estd exenta de riesgos y no aporta ventajas significativas,
por lo que su uso seréd excepcional. Uno de nuestros pacientes
fué anestesiado mediante una perfusidén epidural cervical
continua a causa de una enfermedad 6sea, tan avanzada que
tenia reducida su capacidad vital respiratoria al minimo.

La técnica anestésica 6ptima es la que ademds de carecer
de efectos adversos proporcione un nivel anestésico profundo
y estable para limitar la actividad neurovegetativa, evitando
cualquier hemorragia que dificulte la visidén del campo
operatorio y aquella que sea facil y rdpidamente reversible
a fin de permitir desde el final de la intervencidén un
control de la movilizacién de 1las cuerdas vocales en
fonacién®*’,

Por todo ello es recomendable realizar una anestesia
general balanceada, utilizando con precaucién Thiopental
sédico o preferiblemente Etomidato como inductor anestésico,
benzodiacepinas, fentanilo, atracurio como relajante muscular
de eleccidén y una mezcla de N,0/0, para el mantenimiento, gue

puede suplementarse con isoflurano en caso necesario.
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Es fundamental asegurar la via aérea mediante la
intubacién orotraqueal con tubo reforzado para evitar
acodamientos del mismo y obstruccidn de la via aérea, gue es
inaccesible durante la intervencidn.

La colocacién de los pacientes en la mesa quirdrgica
debe ser cuidadosa por la posibilidad de producir fracturas
patolégicas cuando existe afectacién dsea. Puesto que 1la
cabeza y el cuello estan generalmente elevados durante la
cirugia paratiroidea, no hay dgue olvidar el peligro de
embolismo aérec. Aungque poco frecuentes, también existe el
riesgo de neumotérax, alteraciones hemodindmicas durante 1la
manipulacién del seno carotideo, lesién de los nervios
frénicos y recurrentes y del conducto tordcicof*®.

La monitorizacidn intraoperatoria es de gran
importancia; es preceptiva la canalizacidén de una via venosa
central para el control del aporte hidrico peroperatorio y un
registro electrocardiogrdfico continuo que ponga de
manifiesto los posibles trastornos derivados de las
alteraciones electroliticas y de la sobrecarga ventricular
izquierda. Se efectuaran mediciones frecuentes de la tensién
arterial. Si 1la cirugia se prolonga, proporciona una
seguridad adicional 1la determinacién de gasometrias
arteriales y de los electrolitos séricos.

Asimismo es de gran utilidad monitorizar 1la funcién
neuromuscular con un estimulador de nervio periférico y la
fraccién espirada de €O, mediante capnégrafo, para la

deteccidn precoz del embolismo aéreo.
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Al finalizar la intervencién los pacientes deben ser
trasladados a una Unidad de Reanimacidén donde prosigue la
monitorizacidn de sus constantes vitales, se realizan las
determinaciones analiticas oportunas y se procede a una
estrecha observacién en prevencién de gque puedan ocurrir
complicaciones precoces. Estos cuidados se prolongan hasta la
completa recuperacién anestésica y total estabilizacidn
hemodindmica, y en lo posible, electrolitica.

En 1la actualidad, 1la mortalidad de 1la cirugia
paratiroidea es muy reducida y su morbilidad conocida y

controlable en manos de un equipo experto.
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7.4 . TECNICA OUIRURGICA

Es muy importante que la primera intervencién quirirgica
tenga éxito, ya que las probabilidades de fracaso y el indice
de complicaciones (lesién recurrencial, hipocalcemia
permanente, hematoma sofocante, etc.) aumentan
considerablemente en las reintervenciones. Para ello es de
vital importancia que la cirugia sea realizada por un equipo
de cirujanos expertos en este problema, con un buen
conocimiento del desarrollo embrionario y anatomia gquirdrgica
del cuello, y con capacidad de distinguir "de visu" el tejido
paratiroideo sano del patoldégico(®¢-73.24s.163)

Una vez anestesiado el paciente y colocado en decibito
supino, se coloca una almohada debajo de los hombros de
manera gue éstos queden elevados, y el cuello en
hiperextensidn.

Se hace una incisién transversa, curva, de concavidad
superior, siguiendo los pliegues cutdneos vy a un través de
dedo por encima del yugulum esternal.

El primer plano incluye la piel y el misculo cutdneo del
cuello, y se constituyen dos colgajos, llegando el superior
hasta el cartilago tiroides y el inferior hasta el manubrio
esternal. De este modo gquedan al descubierto los misculos
pretiroideos, y lateralmente a ellos, los misculos

esternocleidomastoideos de cada lado.
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En este plano nos encontramos con las venas yugulares
anteriores, gue en ocasiones sangran y <deben ser
electrocoaguladas o mejor ligadas, en prevencién de hematomas
subcutdneos postoperatorios.

A continuacién procedemos a la apertura a nivei de 1la
linea media y en sentido longitudinal, de la fascia de los
misculos pretiroideos. Dichos misculos se separan en su cara
dorsal de los lébulos tiroideos, llegando en sentido lateral
hasta los misculos esternocleidomastoideos. Se separa el
borde lateral de los musculos pretiroideos de los misculos
esternocleidomastoideos, y a continuacién se pasan dos pinzas
rectas en la parte alta de los misculos pretiroideos para
seccionarlos con el bisturi eléctrico entre ambas. Es
importante que el corte sea lo mds alto posible para
preservar la inervacién muscular.

Los misculos asi seccionados constituyen sendos colgajos
gue se irdn a unir a los colgajos cutdneos antes descritos,
lo que da un buen campo guirdrgico.

A continuacién procedemos a movilizar ambos 1ébulos
tiroideos mediante 1la diseccién roma de todo el tejido
areolar gque circunda a la gldndula tiroidea, y ligando y
seccionando las venas tiroideas medias.

Seguidamente se identifican y disecan 1la arteria
tiroidea inferior y el nervio laringeo recurrente, lo que es

fundamental para evitar lesionar a este dltimo.

42



Introduccidén

Llegados a este punto nos encontramos en disposicién de
emprender la bisqueda de las gléandulas paratiroides, tanto
normales como patolégicas.

Para ello empezamos por el lado derecho, levantando el
l6bulo tiroideo hacia delante y hacia la 1linea media.
Adyacente al polo inferior del tiroides o en el tracto
tireotimico encontraremos la paratiroides inferior derecha.
La superior tiene una localizacién mds constante y suele
situarse préxima al nervio recurrente laringeo en su entrada
a la laringe, o junto a la arteria tiroidea inferior cuando
entra en el parénquima tiroideo.

Ambas paratiroides estdn rodeadas de tejido graso y a
menudo envueltas en una fascia que las contiene, de manera
que al abrir ésta con las tijeras, la gldndula sale como si
la empujara alguna presién interna.

Hay que tener en cuenta que el nervio laringeo derecho
puede no ser recurrente, sino que desciende directamente del
nervio vago cervical. Esta peculiaridad se asocia con un
origen de la arteria subclavia derecha directamente de 1la
aorta descendente.

Una vez localizadas las paratiroides derechas, sean
patoldgicas © no, pasaremos al lado izquierdo levantando el
lé6bulo tiroideo de la misma manera. En este lado no hay
diferencias notables, salvo que aqui el nervio recurrente
siempre recurre.

Si llegados a este momento no hemos encontrado alguna de

las glandulas, pasaremos en primer lugar a examinar
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detenidamente el tiroides y a palparlc en busca de alguna
gldndula intratiroidea®®”,

A continuacién pasamos a la diseccidn y exploracidn del
espacio junto a tradquea, eséfago y &rea prevertebral.

Si la gldndula sigue sin aparecer, se abre la vaina
carotidea y se explora detenidamente su interior.

Si todo lo anterior resulta infructuoso, se procede a
traccionar del timo desde el cuello y se reseca el mismo, en
busca de alguna gldndula en su espesor.

Si seguimos sin encontrar alguna de las gldndulas, se
procederd a la exéresis de una o mds segun la indicacidén que
veremos mds adelante, y si1 se trata de una primera
intervencién, debemos darla por finalizada y esperar al
resultado del andlisis anatomopatoldgico y a las cifras de
calcemia postoperatoria.

Si la primera intervencidén fracasa hay que recurrir a
una segunda exploracidén del cuello.

Nunca debemos darnos por satisfechos y presumir que la
primera exploracién fué completa, y debemos seguir los mismos
pasos que en la primera. Si el paciente fué intervenido la
primera vez por otro cirujano, razén de mds para empezar
desde cero.

Una vez seguidos todos los pasos anteriores, y si no
hemos encontrado la glandula patoldgica, debemos pasar a la
exploracién del mediastino. Para ello se hace una incisién
longitudinal en la linea media gque se extiende desde 1la

cervicotomia por arriba hasta el tercer espacio intercostal
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en sentido caudal. Se procede a la apertura del esterndn
longitudinalmente y a la exploracién del tejido timico
residual que haya podido guedar de la primera cirugia. Si el
resultado es negativo, hay que seguir con el examen del
mediastino posterior. Por dltimo llegaremos al examen del

pericardio.

7.4.1.ADENOMAS

En el momento gue encontremos el adenoma paratiroideo
debemos extirpar esa gldandula por completo y enviarla para
estudio intraoperatorio junto con un fragmento de la glandula
sana homolateral, y proseguir la exploracidn cervicalf*®®,

Tanto a nivel del adenoma extirpado como a nivel de las
glandulas sanas se dejan sendos clips metdlicos con cuidado
de no lesionar 1los pediculos vasculares, para su
identificacién en una posible reintervencién.

Dada la posibilidad de que exista mds de un adenoma, se
deben buscar las cuatro glandulas y no podemos conformarnos
con explorar unicamente el lado en gque aparece el
adenoma (2,24,183) .

Si aparece un segundo adenoma, se extirparad y marcard de
la misma manera que el primero, pero debemos reforzar nuestra
atencién por si nos encontramos ante un caso de hiperplasia
en que dos de las glandulas aparecen aumentadas de tamafio y

las otras dos aparentan la normalidad.
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Hay autores que excepcionalmente recomiendan la exéresis

y autotrasplante de los adenomas‘’.

7.4.2.HIPERPLASIA

En el caso de encontrar afectacidén de +todas las
glandulas por hiperplasia, hay que distinguir entre un caso
de hiperparatiroidismo primario en pacientes afectados de un
sindrome MEN I o si se trata de un hiperparatiroidismo
primario no familiar.

La mayoria de los autores 22,40,108,109,121,133,136,148,192)
recomiendan la paratiroidectomia total y autotrasplante en el
antebrazo para los casos de hiperparatiroidismo primario de
tipo familiar, dada su elevada tendencia a la recurrencia, y
la paratiroidectomfia subtotal (exéresis de 3 y 1/2 gldndulas)
para agquellos casos en que la presentacion del
hiperparatiroidismo primario no sea de tipo familiarf+-4s-289,

Para el hiperparatiroidismo secundario, las opiniones
estdn divididas entre la paratiroidectomia subtotal ¢ 4¢-5¢.55,19%)
Y 1a paratiroidectomia total y
autotrasplante(5,6,12,17,29,30,43,63,115,117,124,130,149,170,171,196,198): ma’s raro
es encontrar autores que recomiendan la paratiroidectomia
total y postponer el autotrasplante varias semanas, o
prescindir del mismo('5-**%),

Recientemente la tendencia es a realizar

paratiroidectomia total, mds reseccién del timo, méas
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autotrasplante, mas crioconservacién de tejido
paratiroideo(*®-152),

En el caso de practicar la paratiroidectomia subtotal,
la gléndula paratiroides cuyo fragmento se va a dejar sin
extirpar debe ser biopsiada de manera intraoperatoria vy
debemos constatar que el fragmento gque queda goza de buena
vascularizacién, siendo muy trangquilizador el hecho de
observar gue la superficie de seccidén de la glaéndula sangra
de manera espontdnea. Ademds, este fragmento debe quedar 1lo
mds alejado posible del nervio recurrente y se debe marcar o
bien con un clip metdlico, o bien con un punto de sutura
irreabsorbible, teniendo cuidado de no producir isquemia con
este procedimiento. A continuacién se extirpan las otras tres
glandulas, dejando clips metdlicos en sus respectivos

pediculos.

7.4.3.TECNICA DE LA PARATIROIDECTOMIA TOTAL Y AUTOTRASPLANTE

Una vez que se han identificado las cuatro glandulas, se
toma una porcidén de cada una de ellas y se envia para el
examen anatomopatolégico intraoperatorio®®,

A continuacidén se extirpa todo el tejido paratiroideo y
se coloca en suero fisioldégico en una cdpsula metdlica que a
su vez estd sobre un lecho de hielo, de modo gue el suero se
mantenga a 4 grados centigrados.

Mientras una parte de los cirujanos proceden al cierre

de la cervicotomia, otros van preparando el antebrazo para el
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autotrasplante (a ser posible, se debe utilizar aquel que no
tenga fistula arterio-venosa para hemodidlisis).

El tejido paratiroideo va aumentando su consistencia con
el frio, 1lo que hace mas fdcil su seccién en pequehnas
porciones de aproximadamente 1 mm. c¢ibico. Para el
autotrasplante se debe fragmentar agquella glandula que tenga
el menor tamafo y que macroscépicamente se parezca mds a una
glandula normal. Las porciocnes obtenidas se vuelven a
sumergir en el suero frio.

Se prepara un drea de 5x5 cm. en la parte proximal del
musculo braguioradialis, se incide la piel longitudinalmente
Yy se llega a la aponeurosis, tras realizar una diseccién del
tejido celular subcutdneo. Se abren unos pedquefios huecos
entre las fibras musculares a modo de nichos, en cada uno de
los cuales se colocard uno de los fragmentos de glandula
preparados, hasta un nimero de entre 10 y 20, y los orificios
se cierran mediante puntos de sutura de nylon 4/0 o cualquier
otro material irreabsorbible, que nos servird de marca por si
fuera necesario en alguin momento reintervenir para
retirarlos. Es muy importante que no se formen hematomas en
el lecho del trasplante, ya que de ser asi, se produciria la
isquemia y necrosis del mismo.

La intervencidén finaliza con el cierre por planos de la
incisién del antebrazo y con la reanimacién postanestésica

del paciente.
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7.4.4 .EVOLUCION POSTOPERATORIA

Si la intervencién ha tenido éxito, se observa un
descenso inmediato de la calcemia, que con frecuencia llega
a convertirse en hipocalcemia, debido a la desviacidén de
importantes cantidades de calcio destinadas a la
remineralizacién 6sea (hambre o6sea de calcio)f®*”, guele
acompanarse de sintomas de hipocalcemia como parestesias,
calambres, espasmo carpopedal, convulsiones, ansiedad, etc.,
que a menudo requieren la reposicién inmediata postoperatoria
de calcio. La hipocalcemia se diagnostica mediante las
pruebas de Chvosteck y Trousseau y con la determinacién del
calcio y proteinas séricos.

Se administra calcio en forma de Gluconato Cdlcico I.V.
al 20%, 1 ampolla de 20 ml. en infusién lenta y ademds se
prepara un frasco de 500 cc. de suero salino fisioldégico en
el que se diluyen otras 5 ampollas de gluconato cdlcico y se
administra en perfusidén mds o menos lenta, adaptando el ritmo
de perfusién a la sintomatologia del paciente y al resultado
del andlisis urgente realizado. En casos excepcionales de
hipocalcemia severa o de persistencia de la sintomatologia a
pesar del calcio repuesto, puede ser necesario asociar la
administracién de 1,25,0H Colecalciferol (Rocaltrol®)¢®,

En 1los dias siguientes a 1la intervencién se va
produciendo la normalizacién de la calcemia y el paciente
queda asintomdtico, pudiendo ser dado de alta cumplida la

primera semana.
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En los casos en que se ha realizado la paratiroidectomia
total y el autotrasplante, existe un periodo de tiempo que
dura alrededor de tres semanas (aunque algunos autores
consideran que este periodo es de 12-18 semanas‘*"’) en que el
paciente se encuentra aparatiroideo, ya gque le han sido
extirpadas todas sus glandulas y el injerto aun no ha
empezado a funcionar, por lo gque se hace obligatoria 1la
administracién de manera pautada de calcio y 1,25 OH
Colecalciferol. Pasado este tiempo, el injerto reinicia el
control de la calcemia y se puede ir disminuyendo de manera
progresiva la medicacién hasta su total supresién. Para
asegurarnos de que el injerto es funcionante realizamos
determinaciones de 1los niveles de hormona paratiroidea
extrayendo las muestras de sangre de una vena periférica y de
un vena del antebrazo portador del injerto, justo a un nivel
gque recoja la sangre venosa procedente del mismo, y las
comparamos, apreciando una cifra de hormonemia superior en la
sangre procedente del miembro portador del injerto.

Si el remanente paratiroideo que dejamos en la exéresis
de las 3 y 1/2 gldndulas es insuficiente o si el injerto no
consigue llegar a ser funcionante, nos encontramos ante un
caso de hipoparatiroidismo persistente o crénico***** que
puede llegar a tener graves consecuencias si no se trata
adecuadamente, como son el riesgo permanente de tetania,
irritabilidad muscular, alopecia, cataratas, vértigo, etc. La
actitud a seguir sera la de administrar de manera permanente

por via oral carbonato cdlcico y Rocaltrol®. Este riesgo
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puede ser cubierto en el caso de la paratiroidectomia total
Yy autotrasplante mediante el procedimiento de
crioconservacidn de tejido paratircideo y su posterior
descongelacidén y reinjerto, como expondremos mas adelante.

En el otro lado tenemos el hiperparatiroidismo
persistente, que una vez excluido un diagnéstico e indicacién
quirirgica equivocados, suele ser debido o bien a una
exploracién inadecuada del paciente por un cirujano inexperto
y poco habituado a esta cirugia‘*”*’; o bien a una localizacidn
anormal de una de las glandulas; o a que se trate de un
paciente con mds de cuatro gldandulas o a una hiperplasia del
tejido trasplantado en el antebrazo‘*®”,

El tratamiento serd la reintervencidén para proceder a
reexplorar al paciente. En el caso de la hiperplasia del
injerto, se tratard con la exéresis parcial del tejido

trasplantado bajo anestesia local™™.
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8.REINTERVENCIONES EN CTRUGIA PARATIROIDEA

Antes de acometer una reintervencién hay que analizar
las causas del fracaso de la cirugia anterior.

Entendemos por hiperparatiroidismo primario persistente
a la hipercalcemia gue aparece de manera inmediata en el
postoperatorio o en el transcurso de los seis primeros meses
tras la cirugia paratiroidea‘®®.

Llamamos enfermedad recurrente a la aparicién de
hipercalcemia tras al menos seis meses de cifras normales del
calcio postoperatorio=®,

Generalmente la persistencia se debe a una glédndula no
encontrada durante la primera cirugia.

La recurrencia suele significar enfermedad
multiglandular o carcinoma paratiroideo.

1}. La persistencia es la principal indicacién para
acometer la reintervencién, siendo su causa mas frecuente la
presencia de un adenoma oculto.

Si el paciente presentaba una hiperplasia antes de la
primera intervenciodn, lo mas probable es que si se pretendié
realizar una paratiroidectomia subtotal, lo que se hizo fué
que no se extirparon tres glidndulas y media, o bien que el
cirujano pensara que se trataba de un adenoma y no se

preocupara de identificar las tres gladndulas restantes.
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También puede deberse a una quinta glandula hiperpléasica
o en la que asiente un sequndo adenoma, y la localizacién de
cuatro gldndulas en la primera cirugia fuera correcta.

2). La recurrencia puede deberse ademas de a la
aparicioén de carcinoma, a la hiperplasia del tejido injertado
en el antebrazo.

Antes de reintervenir se debe de volver a dar todos los
pasos encaminados al diagndstico del hiperparatiroidismo y al
diagnéstico diferencial con aquellos otros procesos ya
descritos que pudieran inducirnos a error, teniendo especial
cuidado con los hiperparatiroidismos de tipo familiar.

Se debe recuperar y revisar exhaustivamente toda 1la
documentacidén existente acerca de las intervenciones
anteriores, haciendo hincapié en 1la técnica quiridrgica

enpleada‘®®.
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8.1 _METODOS DE LOCALIZACION

Los problemas en 1la localizacidén de las gléandulas
paratiroides anormales o patoldgicas estdn en relacidén con
varios factores, como el pequefioc tamafio de las glédndulas
adenomatosas o© hiperpldsicas en comparacidén con otras
neoplasias; la variabilidad en cuanto a la localizacidén de
las paratiroides®; la dificultad de diferenciar tanto pre
como Iintraoperatoriamente a un adenoma solitario de los
adenomas miltiples asi como de la hiperplasia de las cuatro
gldndulas y la posibilidad de gue existan glandulas
supernumerarias(s-7e,

La necesidad de ir a la segunda cirugia habiendo tomado
el mdximo de precauciones en cuanto a la localizaciédn
preoperatoria se justifica por el elevado indice de
conplicaciones que presentan las reintervenciones, y por las
elevadas probabilidades de fracaso que tenemos.

Asi como en la primera cirugia la mayoria de los autores
coinciden en la no necesidad de emplear medios de
localizacidén previos a la misma**-***’, en las reintervencions
todos vuelven a estar de acuerdo en aprovecharlos al
méxim0(50,57,64,74,76,94,98,127,135) .

Las complicaciones se deben a lo dificil que es
identificar los planos para realizar la diseccién cervical y

lo dificil de 1localizar 1los nervios recurrentes y los
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pediculos vasculares, con el consiguiente riesgo de
lesionarlos.

Los medios de localizacién deben ser lo suficientemente
precisos para evitar los falsos positivos, gque en esta
cirugia nos pueden inducir a errores irreparables.

1). Los medios no _invasivos de que disponemos para la
localizacidén preoperatoria son la ecografia, la gammagrafia
por sustraccién con talio-tecnecio, 1la tomografia axial
computarizada y la resonancia nuclear magnética.

2). Los medios invasivos consisten fundamentalmente en
el cateterismo venoso selectivo y 1la arteriografia
convencional y digital.

Hay que destacar que en el empleo de estos métodos de
localizacidn ocurre como con el cirujano gque va a realizar la
intervencidn, es decir, que es muy importante la motivacién,

la dedicacién y el interés por este tipo de patologia.
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8.2 .METODOS MINT ENTE O NO TINVASTVOS

8.2.1.ECOGRAFIA

Para realizar una ecografia en busca de glandulas
paratiroides se deben emplear transductores de alta
resolucidén, a ser posible de 7,5 o 10 MHz., y el registro se
debe realizar tanto en el plano transversal como en el
sagital.

Los transductores de 10 Mhz. tienen una penetracidén de
4 cm. y una resolucién de 1 a 2 mm., y son mas eficaces a
nivel del cuello y la regién tiroidea; mientras que los de
7,5 MHz. llegan a los 7 cm. de profundidad y su resolucidn es
de 2 a 3 mm., por lo que son preferibles para explorar
regiones mds profundas®®’.

Al realizar la ecografia, el tejido tiroideo aparece
como un drea homogénea hiperecogénica, mientras que las
gléandulas paratiroides patoldégicas se muestran
hipoecogénicas. Las paratiroides normales casi nunca se ven.

Los problemas empiezan cuando el tiroides tiene lesiones
guisticas o nédulos préximos a su cdpsula posterior. También
los ganglios 1linfaticos pueden ser confundidos con
paratiroides patoldégicas. Desde el punto de vista ecografico
no se puede distinguir entre adenomas e hiperplasia.

La ecografia es de poca utilidad en regiones profundas

del cuello, ya que la tridgquea y el eséfago actian como
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barrera debido al aire que contienen, y tampoco nos serd muy
util en el mediastino®?®.

La fiabilidad varia segun los autores entre el 60 y el
80% para aquellos pacientes que aun no han sido
intervenidog3?-53.72.83.145)  gjendo el maximo rendimiento de la
ecografia cuando las lesiones se encuentran en su lugar
habitual, mientras que desciende al 40% en pacientes ya
operados.

Los aspectos ma&s favorables de la ecografia son su bajo

costo, su falta de morbilidad y la facil disponibilidad de

esta exploracidén, incluso de manera intraoperatoria.

8.2.2.GAMMAGRAFIA POR SUBSTRACCION CON TALIO-TECNECIO

Se basa en la diferente captacién por parte de tiroides
y paratiroides que sufren estos dos isétopos: el Talio,,, se
acumula en aguellos tejidos con un alto flujo sanguineo, como
son el tiroides y las paratiroides normales, asi como los
nédulos tiroideos y los adenomas paratiroideos. E1 Tecnecio,,
m es captado unicamente por el tejido tiroideo.

Se realiza una gammagrafia con cada uno de los isdétopos
y a continuacioén la gammagrafia con tecnecio es substraida de
la realizada con talio, quedando una imagen en la que sélo
aparece el talio depositado en el tejido paratiroideo. Esto
que parece tan sencillo es muy dificil de realizar, ya que se

debe tener gran precisién en la colocacién de los colimadores
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gque se emplean en la gammagrafias, y se requiere una
prolongada inmovilidad total, que en muchas ocasiones el
paciente no puede soportar.

El poder de resolucién es de 5 mm. y es capaz de
detectar glandulas que estén aumentadas por encima de 7-8 nmm.
Este poder de resolucién también disminuye a medida dque
aumenta la profundidad en 1la gque se encuentran las
glandulas‘®®’.

En pacientes que no han sido operados, la sensibilidad
se aproxima al 75% (62~-82%), y estd en relacidén directa con
el tamano del tumor*-¢*-*?*_ Desciende al 27-49% en pacientes
operados, con un indice de falscs positivos del 18-27%.
Presenta dificultades cuando existe un bocio
multinodular(3?-37,38,68.87,106,127,144) |

Por todo ello y aunque esta técnica puede ser
considerada como de "segunda fila", tiene poca morbilidad,
aventaja a la ecograffia cuando se trata de 1lesiones
mediastinicas y es de relativamente facil

accesibilidadf*?? 200,
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8.2.3.TOMOGRAFIA AXTAIL. COMPUTARIZADA (TAC)

Los scanners que se emplean hoy dia tienen un poder de
resolucidén de 0,75 mm. en tejidos blandos debiendo realizarse
cortes de 5 mm. en el cuello y de 10 mm. en el mediastino.

Dado gue tanto tiroides como paratiroides estan muy
vascularizadas, nos podenos ayudar de la infusidén intravenosa
de contraste, preferiblemente en forma de bolo.

Los nédulos tiroideos se distinguen del tejido
paratiroideo sélo por su localizacién, por lo que no podremos
detectar paratiroides intratiroideas por este método.

Las gléndulas paratiroides normales son practicamente
imposibles de identificar, y sélo detectaremos agquellos
tumores paratiroideos mayores de 5 mm. Ademds es imposible
distinguir entre adenoma, hiperplasia y carcinoma. Existe una
zona de sombra para esta técnica entre el borde inferior del
tiroides y el mediastino superior?.

La sensibilidad de la TAC para paratiroides patolégicas
en pacientes que no han sido operados es del 78%,
descendiendo esta cifra al 44% en los ya operados,
produciéndose un 2-12% de falsos positivog(?®?-88,106.127,145)

Hay que tener en cuenta que esta técnica se acompafia de
la inyecciodn de un medio de contraste, que se deberd procurar
que sea no idnico, y que se produce un radiacidén de 4 rads.

Adenmds es una exploracidén de alto coste.
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Puede servir para dirigir agujas finas para realizar

punciones y andlisis por el patdlogo.

8.2.4.RESONANCIA NUCLEAR MAGNETICA

Es un método mucho menos difundido gque los anteriores y
por lo tanto hay menos experiencia en su empleo. Se deben
utilizar sistemas especialmente disefiados para su utilizacién
en el cuello y térax.

La resolucién de este método es de 1,5 mm. y se deben
realizar cortes de 8-10 mm. de espesor y COn una separaciodn
entre ellos de 1-3 mm.®®’,

Las imdgenes de los tejidos blandos que se obtienen como
grasa, musculo, vasos y ganglios linfdticos se pueden
diferenciar con facilidad, pero es dificil distinguir los
nédulos tiroideos de las paratiroides patolégicas, dada su
isointensidad, salvo gque se encuentren en una localizacién
favorable. Se pueden llegar a localizar tumores de incluso 5
mm. de didmetro¢®,

La sensibilidad en pacientes que no han sido operados es
del 74-81%‘***", Si el sujeto ya ha sido operado, esta cifra
desciende al 50-73%, con un indice de falsos positivos del
185 (11,106,126,127)

Tiene la ventaja frente a la TAC de no necesitar la

inyeccién de contraste, pero tiene un coste elevado y

60



Introduccion

reguiere bastante tiempo para su realizacién, presentando en
un elevado numero de pacientes sensacién de claustrofobia.

No sirve para guiar agujas de puncidn.

8.2.5.ANGIOGRAFIA INTRAVENOSA CON SUBSTRACCION DIGITAL

Consiste en la combinacién de una angiografia
convencional con un ordenador que produce la substraccioén a
la imagen angiografica de la imagen de los tejidos antes de
administrar el contraste, con lo gue sélo gqueda lo marcado
por el contraste. En teoria es un buen método, pero se ve
fdcilmente artefactado por la respiracién, deglucién, etc.

Es un procedimiento minimamente invasivo y requiere la
colocacién de un catéter venoso central por el que se
administran repetidos bolos de 35-50 ml. de contraste.

Se trata de un método muy complejo y es dudoso gue pueda

ser de utilidad en el nmomento actual.
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8. 3.METODOS INVASIVOS

Los procedimientos mds especificos para la localizacidn
de las paratiroides siguen siendo los invasivos. Consisten en
la arteriografia selectiva y el muestreo venoso selectivo
para la determinacidén de PTH. Juntos aportan una sensibilidad
del 91-95%, la mds baja incidencia de falsos positivos y
facilitan al cirujano la informacidén no sdélo acerca de su
localizacidén, sino también de 1la vascularizacién de las

mismas(s7-58-127)

8.3.1.ARTERIOGRAFTA SELECTIVA

Consiste en la realizacién de una arteriografia cervical
tras la inyeccién de contraste de manera selectiva en las
arterias tiroideas superior e inferior, e incluso en las
arterias mamarias. Aprovecha el hecho de que las gléndulas
paratiroides patolégicas, como cualquier otro tumor
endocrino, son hipervasculares. El misculo y los ganglios
linfdticos son relativamente hipovasculares y en ellos no
queda retenido durante un cierto tiempo el contraste, como
pasa con las paratiroides, que aparecen como "tefiidas".

Los adenomas que se encuentran en el seno del tiroides
no pueden ser identificados, y los restos tiroideos de una

cirugia previa también pueden darnos problemas, por lo gue
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nos deberemos ayudar de una gammagrafia tiroidea previa a la
arteriografia.

La arteriografia es capaz de identificar hasta el 85% de
los casos de tejido paratiroideo patolégico.

Entre las complicaciones mas frecuentes de esta técnica
debemos citar la toxicidad por el medio de contraste y las
lesiones neurolégicas producidas por embolizacién (lesiones
nerviosas, cuadriplejia, etc.). Estas complicaciones cada vez
son menores y menos graves, sobre todo desde la aparicidén de
la tecnologia digital y las substracciones, que permiten el

empleo de contrastes muy diluidos®®.

8.3.2.CATETERIZACION VENOSA SELECTIVA Y MUESTREO DE PTH

Todos los métodos de localizacién descritos hasta agui
se basan en la demostracién de la existencia de una o varias
glandulas aumentadas de tamaho, perc no siempre hay una clara
relacién entre el tamafio glandular vy la actividad
funcional‘**®,

La cateterizacién venosa selectiva péra la determinacién
de PTH es el dnico método que aporta un aspecto funcional a
los métodos de localizacién.

Si se reliza un muestreoc de un grueso tronco venoso como
una vena vugular, es de poca utilidad y quizds sea vdalido
para algunos casos de adenoma, perc nunca para la
hiperplasia.
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El acceso para el muestreo de los finos troncos venosos
tributarios de las paratiroides es técnicamente imposible de
realizar. Se debe hacer un nuestreo de los plexos venosos
tiroideos en los gue drenan las paratiroides, asi como de las
venas del timo.

Los adenomas producen hipersecrecién focal o unilateral,
mientras que la hiperplasia produce una elevacién bilateral
de la secrecién. Si aparece una elevacidén en las mnuestras
recogidas de las venas tiroideas superiores, casi con
sequridad se puede afirmar que la lesidén se encuentra a nivel
cervical y se puede saber a qué lado corresponde.

Las venas tiroideas inferiores pueden recoger sangre de
las paratiroides superiores, de las paratiroides inferiores
y del timo. De la misma manera, hay gldndulas inferiores que
pueden drenar a través del timo.

Para acabar de complicar las cosas, si se ha realizado
cirugia previamente, el mapa venosc puede estar muy
distorsionado por las ligaduras vasculares realizadas durante
la cirugia, por lo que esta técnica debe de ir precedida de
una arteriografia que nos "dibuje" el mapa venoso cervical.

La cateterizacién venosa sirve para regionalizar la
actividad paratiroidea patolégica y para distinguir entre
enfermedad uni y pluriglandular. Es de baja morbilidad pero
es engorrosa debido a la dificultad en la cateterizacidn
venosa vy a la multitud de muestras que se deben recoger y

procesar‘®®.
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8.4 . REINTERVENCION

Una vez gque hemos indicado la reintervencidén y hemos
empleado todos los medios de localizacidén a nuestro alcance,
procederemos a operar al paciente. La colocacién y 1la
anestesia no difieren de los de la primera intervencioén.

Actualmente hay dos tendencias en cuanto a empezar de
nuevo por el cuello o a empezar por el mediastino si alguno
de los medios de 1localizacién nos ha orientado en ese
sentido.

Creemos que la reintervencién, y sobre todo si la
primera cirugia fue realizada por otro grupo de cirujanos,
debe de comenzar otra vez por el cuello, y si esta fuera
negativa seguiriamos por el mediastino. Para seguir esta
tdctica nos basamos en que el 97% de glandulas paratiroides
patoldégicas se pueden extirpar mediante una cervicotomia‘*’®,
y en que la localizacidén mds frecuente de tejido paratiroideo
anormal estd en el cuello y no en el mediastino™®®,

La via de abordaje es la cervicotomia transversa, pero
realizamos un abordaje de la celda tiroidea, sobre el borde
interno del misculo esternocleidomastoideo, cuyo borde medial
disecamos hasta identificar y rechazar lateralmente 1la
arteria cardétida y la vena yugular, como ya describiera Saxe
en 19817%®, Ag{ seguimos con diseccidén roma hasta llegar a la

columna vertebral y el esdéfago por un plano que hasta ese
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momento se habia mantenido "“virgen" a toda cirugia, con lo
gue la visibilidad es inmejorable.

Se comienza explorando el drea retroesofdgica y el surco
traqueoesofagico, para seguir con la cara posterior y el polo
inferior del tiroides, disecando el tejido gue rodea al
nervio recurrente laringeo, todo ello en busca de una
glandula inferior, gque suelen ser las mds inconstantes en
cuanto a su localizacién. Se sigue con la diseccidén vy
apertura de la vaina carotidea lo mds cranealmente posible
buscando una paratiroides paratimica no descendida.

Si no aparece ninguna gldndula, debemos repetir todos
los pasos en el otro lado del cuello.

Si la exploracién cervical resulta infructuosa,
seguiremos con la exploracién del mediastino. Se procede a la
esternotomia media, siendo suficiente con llegar al tercer
espacio intercostal, aunque frecuentemente se hace completa.
Se separan y se rechazan en sentido lateral los fondos de
saco pleurales. De esta manera el campo operatorio es amplio
y podemos llegar a palpar el timo; tanto si encontramos
glandula en su espesor como si no, debemos proceder a la
exéresis de todo el tejido timico, llegando muy altos en la
diseccidén, préacticamente hasta los polos inferiores del
tiroides. A continuacién se examina la grasa gque gueda
delante del pericardio.

Si seguimos sin éxito, debemos buscar un adenoma

extratimico. Se debe ir a buscar lateralmente, por la derecha
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en la cara anterior de la wvena cava superior y por la
izquierda en la cara anterior de la aorta.

Por ultimo intentaremos la exploracidén del mediastino
posterior, gesto de elevado riesgo y dudosa efectividad por
esta via de abordaje'®'’.

En el momento gue encontremos la gldndula patolégica
procederemos a su exéresis completa y a marcar su pediculo
con un clip metdlico o bien con un punto de sutura

irreabsorbible, dando por finalizada la intervencién.

67



Introduccion

9. AUTOTRASP DE TEJIDO PARATTROTDEO FRESCO Y

CRIQCONSERVADO

La primera noticia que tenemos acerca del autotrasplante
de tejido paratiroideo humano data de 1926, cuando LAHEY
publicé su trabajo referente a ™ transplante de paratiroides
en tiroidectomia parcial®. Halsted ya habia descrito 1la
técnica en perros en 1908(%%,

En 1975 Wells® establece la forma de realizar el
autotrasplante de paratiroides en fresco, y dos afos
después‘*®> publica su primera casuistica con éxito de
autotrasplante de tejido paratiroideo crioconservado, que se
realiza a nivel del antebrazo.

Posteriormente aparecen otras publicaciones™-*® en que
el autotrasplante se realiza a nivel del misculo
esternocleido mastoideo y tejido subcutdnec de la pared

abdominal respectivamente.
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9.1. CACIONES PARA UTOTRASPLANTE DE TEJIDO FRESCO

9.1.1 .HIPERPARATTROIDISMO PRIMARIO POR HIPERFPLASIA

Aungue la causa mds frecuente de hiperparatiroidismo
primaric es el adenoma, el 20% de los casos es debido a
hiperplasia difusa de todas las glandulas®:33,

En esta circunstancia, el tratamiento de eleccidn es la
paratiroidectomia subtotal, aungue hay autores gue preconizan
la paratiroidectomia total con autotrasplante inmediato™®*’.
Quizds este ultimo procedimiento deberia reservarse para
aquellos casos de enfermedad familiar, ya que tienden a
presentar recurrencias, que serian mucho mds faciles de
extirpar en el antebrazo con anestesia local que con una

nueva cervicotomia.

9.1.2.HIPERPARATIROIDISMO SECUNDARIO

Actualmente se admite que tanto la paratiroidectomia
subtotal como la paratiroidectomia total y autotrasplante de
tejido fresco son métodos validos para tratarlo, aungue
quizds a medida que se va confiando mds en el autotrasplante,
la mayoria de los autores se inclinen por este dltimo

- 22,40,108,109,121,133,148,192
método! (109,121,133,148,192)
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9.1.3.REINTERVENCIONES

Una de las complicaciones mds frecuentes (20-50%) de las
reintervenciones en cirugia paratiroidea es el
hipoparatiroidismo(®°-**°-#2 ya que se procede a la exéresis
de todas las glandulas dgque el cirujano encuentra,
desconociendo en muchas ocasiones el nimero de gldndulas
extirpadas en la cirugia previa. El autotrasplante nos evita
este lamentable suceso.

Pero si ocurriera gque después del autotrasplante
tuviéramos hiperparatiroidismo persistente o recurrente, no
sabriamos con seguridad si se debe a hiperplasia del injerto
o0 a alguna glandula hiperpldsica "olvidada" en el cuello!®®.

Por lo tanto debemos reservar el autotrasplante con
tejido fresco para aquellos casos en que tengamos la
seguridad de que al menos 4 glandulas han sido extirpadas a
lo largo de las sucesivas cirugias.

En casos de duda, siempre se hard paratiroidectomia
total y mas tarde autotrasplante con tejido crioconservado si

la evoluciodn del paciente asi lo aconsejara.
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9.2 . INDICACTIONES PARA L UTOTRASPIANTE DE TEJIDO

CRIOCONSERVADO

9.2.1.HTPOPARATTIROIDISMO DESPUES DE PARATTROIDECTOMIA

SUBTOTAL O PARATIROIDECTOMIA TOTAL CON AUTOTRASPLANTE

Los pacientes que son intervenidos por
hiperparatiroidismo primario debido a hiperplasia mediante
paratiroidectomia subtotal o paratiroidectomia total vy
autotrasplante, pueden presentar hipocalcemia transitoria,
que se trata con terapia sustitutiva; pero esta hipocalcemia
puede hacerse permanente si el fragmento de glandula que
dejamos en la paratiroidectomia subtotal, o el autotrasplante
de tejido fresco, no funcionan adecudamente. En este momento
se debe reimplantar el tejidec paratiroideo criopreservado.

Los pacientes afectos de hiperparatiroidismo secundario
que son intervenidos pueden presentar hipocalcemia permanente
tras un periodo mucho mds largo de hipocalcemia debido a gue
generalmente padecen "hambre OJsea" de calcio. Puede ser
necesario esperar incluso 1 afho antes de decidirnos al

autotrasplante de tejido congelado.

71



Introduccion

9.2.2.HIPOPARATTIROIDISMO DESPUES DE REINTERVENCIONES

Como vya se describié en 1las indicaciones del
autotrasplante con tejido fresco, si aparece un
hipoparatiroidismo permanente después de una reintervencién,
el tejido extirpade y crioconservado debe de reinjertarse no
sin haber dado antes un plazo mninimo de 6 meses para

confirmar el diagnéstico.
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10.CRTOCONSERVACION DFE TEJIDOS

El objetivo de 1la conservacién por congelacién de
células procedentes de tejidos vivos es su almacenamiento
estable por un tiempo indefinido hasta su utilizacién. Por
este motivo, las células, una vez finalizado el periodo de
congelacién, deben ser viables en elevado mimero.

Para conseguir una conservacién celular adecuada es
necesarioc que las células no estén sometidas al riesgo de
alteraciones genéticas durante el tiempo que ésta dure y, una
vez recuperadas, su morfologia, metabolismo y capacidad de
divisién deben ser 1o mds parecidos, por no decir iguales, a
los que tenian antes de la conservacion7®-2¢7),

El método de conservacidn ideal serd agquel que garantice
gue todos los procesos fisicos y quimicos que puedan dafiar a
la célula queden inhibidos o paralizados.

Un método simple y de bajo costo es la liofilizacidn,
gque relne estas condiciones si se trata de conservar
microorganismos, pero que, por lo general, proporciona bajos
indices de supervivencia y el material conservado de esta
manera puede presentar fenémenos de mutacién. En definitiva
podemos decir que sé6lo sirve para seres unicelulares™’,

La crioconservacidon consiste en mantener las células en
un medio estable a -196° C producido por el Nitrégeno liquido
y por su fase gaseosa, que se encuentra justo encima del

mismo.
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A esta temperatura quedan paralizadas las reacciones
guimicas de una manera casi total debido a que la energia
cinética es lo suficientemente baja como para que aguellas no
se puedan dar ni, por supuesto, se produzca el menor
movimiento celular.

En estas condiciones térmicas, el agua de los ligquidos
intra y extracelular se encuentra en forma de cristales de
hielo, con lo gue su viscosidad es muy alta y no se producen
los fendmenos de difusién.

De todas formas, las células no se encuentran totalmente
protegidas, ya que se pueden formar radicales libres y ademds
son susceptibles de ser lesionadas por las radiaciones
ionizantes, lo que llevaria a alteraciones en los &cidos
nucleicos. Estas alteraciones son minimas y se requeriria un
largo periodo de almacenamiento para que cobraran
importancia, ya que tienen un efecto acumulativo al estar
blogueados los sistemas enzimdticos  encargados de
repararlas®®’.

Ya hemos visto que la estabilidad que se consigue a -
196° C es suficiente para conservar las células con éxito,
pero el proceso de enfriamiento que nos lleve a tan baja
temperatura y el posterior proceso de descongelacién para
recuperar las células, implican una serie de fendémenos gque
atentan directamente contra la viabilidad celular.

Durante la congelacién, el mayor riesgo de lesién
celular se debe a:

a): Exposicién a bajas temperaturas.
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b): Alteracidén de 1las propiedades fisicas de las
soluciones extracelulares vy, de igual manera, de las
soluciones intracelulares.

c): Los cristales de hielo tienen efectos 1lesivos
mecdnicos y fisicos.

a. Exposicién a bajas temperaturas: La reduccioén de
temperatura "per se", sin congelacién, puede dafiar la
estructura y funcionalismo celulares. Este hecho estd en
relacidén directa con lo baja que sea la temperatura a la gue
lleguemos y con la velocidad a la gue se alcance dicha
temperatura“* .,

Se producen cambios en la estructura de la membrana
celular gque afectan a su permeabilidad y se produce
citocontraccidn Y agregaciodn de elementos
citoesgqueléticos™’,

Las alteraciones bioquimicas y fisiolégicas consisten en
una inadecuada respiracién celular y fallos en las vias del
metabolismo de los hidratos de carbono.

Los agentes crioprotectores mds cominmente usados como
glicerol, EDTA, sacarosa, etc. parecen tener un efecto
positivo para minimizar estos dafios, mientras que
paraddéjicamente, el dimetilsulfdxido (DMSO) hace més
sensibles a las células frente a estas alteraciones?¢”.

b: Alteracién de las propiedades fisicas de 1las
soluciones intra y extracelulares: Si en un sistema que
consiste bdsicamente en células llenas de liquido, que a su

vez estdn rodeadas de mds liquido, procedemos a bajar 1la
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temperatura lentamente, el espacio extracelular se congelara,
mientras gque las células quedardan sin congelar pero
sobreenfriadas (quedan a una temperatura por debajo de su
punto de congelacidén pero sin formarse hielo)®.

La congelacién del liquido extracelular produce la
separacién de los solutos de parte del solvente, lo que va a
dar lugar a la formacidén de cristales de hielo y su acumulo
en la fraccidén liquida extracelular restante, que es de
escasa cantidad y que rdpidamente se hace hiperosmolar con
respecto al interior de la célula.

El siguiente pasoc es gue la célula responde perdiendo
agua y reduciendo su volumen con lo que la membrana celular
es mds sensible a los factores mecdnicos. Posteriormente,
cuando la célula recupere su volumen en la descongelacidn, se
produciradn fendmenos de lisis.

El citoplasma, a su vez, se concentra y ejerce el mismo
efecto hiperosmolar frente a 1los orgdnulos celulares,
incluido el nicleo.

c. Efecto lesivo de los cristales de hielo: Las células
atrapadas entre los cristales de hielo y rodeadas de un medio
hiperténico estdn sometidas a esfuerzos mecdnicos y
eléctricos.

Se generan campos eléctricos que pueden alterar ain mas
el equilibrio de la membrana celular y se forman burbujas de
gas que 1lesionan las células al entrar en contacto con

ellas®™’.
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Finalmente se produce la congelacidén intracelular como
resultado del equilibrio termodindmico y suele ser un suceso
letal para la célula, salvo en aquellos casos en que se
producen cristales de muy pequefio tamafo.

Parece ser que los cristales cubicos no lesionan la
célula ya que son de pequeno tamafio. Si se produce el paso de
la forma cibica a la hexagonal, los cristales aumentan mucho
de tamano y lesionan la célula.

Si la velocidad de congelacidén es alta, la pérdida del
agua intracelular es baja con respecto al medio extracelular
hiperténico, lo que es beneficioso; perc, a cambio, se
facilita la formacién de cristales de hielo de gran tamafo en
el espacio intracelular.

Es decir, las bajas velocidades de congelacién son
nocivas por el efecto osmolar que producen; sin embargo, si
la congelacidén es muy réapida, la lesién se produce por el
gran tamafic de 1los cristales de hielo intracelulares
producidos.

Debemos encontrar el punto 6ptimo de equilibrio entre
congelacién rdpida y lenta para causar el menor dafio celular
posible. Esto muchas veces sélo se consigue de manera
empirica, tras sucesivas pruebas y con el enmplec de
diferentes medios crioprotectores.

Los agentes crioprotectores deben minimizar la agresioén
celular producida por 1la hiperosmolaridad y el hielo
extracelular y deben prevenir 1la formacién de hielo

intracelular nocivo{”®’.
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Antes de la congelacidén, debemos probar los medios
crioprotectores incubando las células en dichos medios a la
mayor concentracién posible sin gque las lesionen, vy
posteriormente bajar la temperatura progresivamente.

Es necesario gque posean cierto grado de penetrabilidad
(moléculas de pegueho tamano) para que su poder protector
llegue al espacio intracelular, junto con un poder especifico
de protecciodn de las estructuras celulares y de sus moléculas
en un citoplasma "hiperconcentrado".

La mayoria de ellos (DMSO, glicerol, metanol, sacarosa,
glucosa, fructosa, galactosa, lactosa, 1-2 propanodiol,
prolina) son de bajo peso molecular, lo gque no ocurre con el
dextrano y la polivinilpirrolidona (PVP), con menor poder de
penetracidén™’.,

Su éxito como protectores respecto a la viabilidad, al
contrario que la preservacién de la ultraestructura, es
limitado, y posiblemente, se relaciona con el rapido aumento
de viscosidad a concentraciones crecientes y temperaturas
progresivamente decrecientes, que reducirian la tasa de
difusién de agua fuera de las células. En cambio, esto
disminuiria el nivel de enfriamiento requerido para conseguir
la deshidratacidn necesaria para asegurar la supervivencia a
temperaturas "ultrabajas"®.

Una alternativa al enfriamiento lento, Yy su
inconveniente de formacién de cristales de hielo, es la
transicién del agua al estado amorfo o vitreo a través de la
vitrificacién.
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La vitrificacién es la solidificacién de un liguido
conseguida no por cristalizacién, sino por una elevacién
extrema de la viscosidad durante el enfriamiento.

Para vitrificar el agua pura se necesita llevarla a la
temperatura de transicidn vitrea en unas condiciones
determinadas, y ello implica una velocidad de congelacién
ultrarrdpida. Conseguir la completa vitrificacién del agua
es muy dificil, si no imposible; lo que se suele producir es
una cierta cantidad de hielo cristalino en el seno de una
matriz vitrea.

Las soluciones acuosas como el 1ligquido intra vy
extracelular, en células en suspensién, vitrifican mds
facilmente que el agua pura y a velocidades progresivamente
mds lentas a medida que aumenta la concentracién del scluto.

Si las células se deshidratan lo suficiente como para
aumentar la concentracién efectiva del citoplasma, se puede
llegar a una situacidén en que la vitrificacién se produce a
una temperatura relativamente alta, y con los niveles de
enfriamiento gque se pueden conseguir con la simple inmersidn
de la célula en nitrégeno liquido.

Esto se explica en el diagrama que indica que la
vitrificacién es posible en el punto en gue la curva gue
representa el punto de fusién se cruza con la que representa
la temperatura de transicién vitrea (6 al estado
cristalino) ™ (Grafico 1).

Si se consigue la severa deshidratacidén necesaria sin

producir dafio letal a las células, la vitrificacién puede ser
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considerada como una via alternativa para conseguir una

crioconservacién satisfactoria.
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10.1 .CRIOCONSERVACION DE [.AS GLANDULAS PARATIROIDES

Como ya hemos descrito anteriormente, para una correcta
crioconservacién de las gldndulas paratiroides, debemos tener
en cuenta:

- El1 medio de conservacioén.

- El1 agente crioprotector.

- La velocidad de congelacién.

- La temperatura de almacenamiento.

- La manera de llevar a cabo la descongelacién.

A todo ello podemos afiadir el tiempo que van a
permanecer las glandulas paratiroides en crioconservacién.

Sonoda, en 1968, emplea un medio para conservar
glédndulas paratiroides en perros consistente en 77% de
Solucién de Hank, 10% de suero autdlogo y 13% de DMSO. El
experimento compara la conservacidén durante 24 horas a +4° C
de temperatura, con un periodo de 7 dias a -20° C. Tras
reimplantar las glandulas en los animales llega a la
conclusién de que la temperatura de -20° C junto con el
empleo del DMSO son los que qfrecen las mejores condiciones
de conservacidén, no encontrando diferencias en cuanto al
tiempo que dura ésta. No tiene en cuenta la velocidad a la
gue baja la temperatura hasta llegar a los ~20° C 7,

En 1974, Wells emplea en ratas un medio compuesto por
80% de Medio de Waymouth, 10% de DMSO y 10% de suero

autélogo*®?’, Las gldndulas son colocadas en unos crioviales
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de 3 ml. de capacidad a los gque se anhade 1,5 ml. de 1la
solucién antes descrita.

Los viales se introducen en un congelador programado
para bajar la temperatura a una velocidad de -1° C por minuto
hasta llegar a -80° C, y a partir de este punto los enfria
rdpidamente hasta llegar a -200° C. A continuacidén son
depositados en un contenedor especial de N liquido que
mantiene una temperatura constante de -196° C. Los periodos
de conservacién son de 3, 6, 9 y 12 meses.

La descongelacién se lleva a cabo sumergiendo los viales
directamente en un bafio de agua a +37° C con agitacidn
constante hasta que desaparecen los cristales de hielo del
interior de los mismos. El contenido se lava tres veces con
una solucioéon de Medio de Waymouth puro a +4°C, para evitar el
efecto téxico del DMSO a temperatura ambiente.

A continuacién se reimplantan las gldndulas, siendo el
resultado completamente satisfactorio en los tres primeros
grupos, encontrando disminucion de 1la viabilidad en 1las
glandulas que han permanecido 12 meses en crioconservacién.

Wells apunta gque, dado el pequenio tamaho de las
gldndulas paratiroides de la rata, la penetracién del frio y
del DMSO son rapidas y eficaces, y recomienda que si se
quieren conservar glédndulas de mayor tamafio como las del
perro y las humanas, deben ser divididas en fragmentos de
menor tamafno!**?’,

El primer autotrasplante de tejido paratiroideo humano

criopreservado lo realiza Wells, en 1977, en un paciente
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aquejado de insuficiencia renal al que se le extirpan 5
gldandulas paratiroides hiperpldsicas y una de ellas se
conserva siguiendo el método descrito tres anos antes.

La implantacidén se lleva a cabo con anestesia local seis
semanas después de la primera intervencién, constituyendo un
éxito, aunque 2 anos después, el tejido trasplantado presenté
hiperplasia posiblemente a consecuencia del estimulo
prolongado producido por la insuficiencia renal mantenida del
paciente®,

Es en 1978 cuando Leight propone el empleo del Medio
RPMI 1640, manteniendo las proporciones de DMSO y suero
autélogo, obteniendo resultados satisfactorios en perros'*®®,

Brennan en 1978 modifica la técnica de Wells, empleando
80% de RPMI 1640, 10% de DMSO y 10% de suero autdlogo,
afladiendo una pequefia cantidad de penicilina y estreptomicina
al medio. lLa velocidad de congelacién es de -1 a -2° C por
minuto en congelador programable. La descongelacién se
realiza en un bafic a +42° C y el contenido de los viales se
lava con RPMI 1640. Los resultados obtenidos son igualmente
satisfactorios™.

Saxe en 1982 emplea las mismas proporciones de RPMI
1640, DMSO y suero autdélogo y la congelacién la realiza
empleando alcohol etilico enfriado a =-60° C durante una
noche, y a la mafiana siguiente introduce los viales en N
liquido a -196° C. La descongelacién y el lavado son como en

el método descrito por Brennan!*®®-1¢%,

83



Introduccion

Basile en 1980**% propone un método simplificado de
congelacidn para evitar el elevado coste que supone el empleo
del congelador programable. La solucién consiste en 80% de
Medio de Waymouth, con un 10% de DMSO y de suero autdlogo
respectivamente. La congelacién se realiza introduciendo los
crioviales que contienen los fragmentos de glédndulas
paratiroides en un congelador a -80° C durante 16 horas, y a
continuacién 1los pasa al N liquido directamente. La
descongelacién no varia con respecto al método de Wells, vy
demuestra su efectividad tanto en ratas como con tejido
humano*’.

Henry, en 1984, propone un nuevo método de congelacion
y emplea Medio de Waymouth (80%), con 10% de suero autélogo
y 10% de DMSO. Congela los viales a -1° C por minuto hasta
llegar a -60° C y luego sigue a una velocidad de -6° C por
minuto hasta llegar a -120° C. De aqui pasa al N liquido. Los
resultados que obtiene son satisfactorios®®.

Wagner, en 1986%*”, describe una modificacidén del método
de Wells. Las gldndulas paratiroides se fragmentan en
porciones de l1mm®*. y se introducen en grupos de 10 fragmentos
en crioviales que contienen 80% de RPMI 1640, 10% de suero AB
y 10% de DMSO. Los viales se introducen en un congelador
programable y se enfrian una velocidad de -1° C por minuto
hasta llegar a -80° C y a continuacién a -20° C por minuto
hasta llegar a -196° (¢, para pasar &a almacenarlos en N

liquido.
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La descongelacidén se lleva a cabo sumergiendo los viales
en un bafic a +37° C en agitacién continua hasta 1la
desaparicién del hielo de su interior, y los fragmentos
glandulares se lavan 5 veces con RPMI 1640 al 80% y suero AB
al 20%, todo ello a una temperatura de +37° C.

Para determinar cudl es la velocidad de congelacidén que
menos dafia a las células, hace pruebas simultdneas variando
la velocidad de congelacién entre -0,5 y =-2° C por minuto.
Con el tejido descongelado se realizan estudios morfoldégicos
de 1la integridad celular, y se preparan suspensiones
celulares que se someten a diferentes concentraciones de
Calcioc y Magnesio, evaluando la respuesta celular en cuanto
a la frenacién en la sintesis de paratohormona.

Los mejores resultados se consiguen enfriando a razén de
-1° ¢ por minuto, sin influir el tiempo que puedan permanecer
las gldandulas en crioconservacién.

Al realizar estudios morfoldégicos en las células
descongeladas, observa que se produce una necrosis parcial
del tejido paratiroideo, pero las células que sobreviven
conservan sus mecanismos de regulacién y su capacidad de
producir hormona paratirocidea. En consecuencia se debe
trasplantar mayor cantidad de tejido crioconservado del que
trasplantariamos si se tratara de tejido fresco, y justo en
la proporcién gque determine el porcentaje de tejido

necrosado.
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Wagner, también en 1986'°Y, propone un mnétodo de
congelacidén alternativo que nos evite el elevado coste que
supone el congelador programable:

El medio de conservacién y la fragmentacién de las
glandulas paratiroides son iguales que en el método dque
emplea el congelador programable. Se colocan los crioviales
en una gradilla gue a su vez se pone en una cubeta de
pldstico gque contiene metancl a temperatura ambiente. Se va
anadiendo nieve carbénica al metanol para que la temperatura
descienda a una velocidad de -1° C/min. hasta llegar a -285°
C. El descenso de la temperatura se controla mediante un
cronémetro y un termémetro introducido en uno de 1los
crioviales que contiene 1ml. del mismo medic de conservacién.
A continuacién se baja la temperatura a una velocidad de -1°
C/min. hasta alcanzar 1los =-70° C, afhadiendo mas nieve
carbénica a la cubeta. Para finalizar, 1los viales se

almacenan en N liquido a -196° C.
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1l .ESTUDIO LA VIABTILI DEL TEJIDO CRIOCONSERV.

El método ideal para comprobar la viabilidad del tejido
crioconservado seria el reimplante en el sujeto al que
previamente se haya sometido a la paratiroidectomia total.

Evidentemente esto no se puede realizar en el hombre por
razones éticas obvias, y este sistema sélo nos servira para
animales de experimentaciodni?-»4.105.167.188)

Pero los estudios en animales de experimentacidén no son
totalmente extrapolables al ser humano, pues como ya hemos
visto anteriormente, la simple diferencia de tamafio entre las
gldndulas paratiroides humanas y de las ratas influye de una
manera decisiva en el resultado de la crioconservacién.

Se han disefado dos tipos de métodos para comprobar la
viabilidad del tejido paratiroideo humano tras 1la
crioconservacioén: estudios funcionales in vitro y estudios
morfoldgicos.

Los estudios morfoldgicos consisten en el estudio del
tejido crioconservado mediante microscopia éptica vy
electrénica para determinar el grado de necrosis celular*®.

Los estudios funcionales in vitro consisten en preparar
dispersiones de células paratiroideas a las que se somete a
elevadas concentraciones de Calcio y/o Magnesio, y se estudia
la disminucién en la produccidén de hormona paratiroidea como

respuesta a estos estimulos®’™.
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El estudio se realiza con el tejido recién extirpado del
paciente {en fresco), y nos servird de referencia para
comparar con lo que ocurra con el tejido crioconservado.

Si la disminucién en la sintesis de paratohormona al
aumentar la concentracién de Ca o Mg es significativa, se
puede considerar gque el tejido ha sobrevivide a la
crioconservacién y mantiene su capacidad funcional.

Las dispersiones celulares se preparan sometiendo al
tejido paratiroideo a enzimas que digieren el tejido
conectivo (colagenasa, tripsina, lisozima, DNAasa, etc.): a
continuacién se filtran y cultivan en un medio adecuado a
+37° C durante dos horas. Al final se centrifuga el medio y

se determina la paratohormona mediante RIA(31-36.27.180,181)
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Objetivos y planteamiento

12.0 IVOS

Se pretende demostrar que se puede llevar a cabo con
éxito un programa de crioconservacién y autotrasplante de
tejido paratiroideo empleando los medios ya existentes en un
hospital, y con un coste reducido.

Para su consecucién, los objetivos a cubrir son:

1.— Desarrollo de un método de crioconservacién de
tejido paratiroideo utilizando la tecnologia habitual de un
Hospital General.

2.- Aplicacién de un sistema de control de la viabilidad
funcional del tejido paratiroideo "in vitro".

3.- Comprobacién de la viabilidad del tejido
paratircideo crioconservado, comparando su funcién con la del

tejido en fresco.

13.PLANTEAMI (0]

Para la realizacién de esta experiencia, el trabajo se
ha planteado de la siguiente manera:

Eleccién del medio de congelacién.

Aprendizaje del empleo de material de laboratorio y de
muestras en condiciones estériles, en campana de flujo
laminar.

Eleccién del tipo de crioviales m&s adecuado al tejido

a emplear.
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Eleccién del método para la fragmentacién del tejido.

Acondicionamiento de congeladores a -20 y —-80°C en el
hospital.

Aprendizaje en la preparacién y manejo de suspensiones
celulares, asi como de la tincién y recuento celulares.

Comprobacién de la funcién del tejido crioconservado,
mediante la variacién en las concentracicnes de calcio y
magnesio de los medios de suspensioén celular.

Andlisis estadistico de los resultados.
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Material y métodos

14 .MATERIAL

-TEJIDO PARATIROIDEQO

Se obtiene de las piezas de paratiroidectomia de 15
pacientes intervenidos en el Servicio de Cirugia General y
del Aparato Digestivo "A'" del Hospital 12 de Octubre, entre

el 3 de Febrero de 1989 y el 20 de Noviembre de 1991.

-MEDIO DE CONGELACION

Se compone de 80% de RPMI 1640, 10% de suero del
paciente, 10% de DMSO y una pequefa cantidad de antibidético
(600.000 U.I. de Penicilina G sédica y 3 mg. de Gentamicina
por cada 20 ml. de medio de congelacidn).

El medio RPMI 1640 es suministrado por Laboratorios

FLOW. Cultek S.L. Madrid. Su composicién es la siguiente:

L-Arginina 200 mg/1l.
L-Asparraguina 56,82 ng/1.
L-Acido aspartico 20 mg/1l.
L-Cisteina 59,15 mg/1.
L-Acido glutamico 20 mg/1.
L-Glutamina 300 mg/1.
Glutation 1 mg/1.
Glicina 10 mg/1l.
L-Histidina 15 mg/1.
L-Hidroxiprolina 20 mg/1.
L-Isoleucina 50 mg/1.
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L-Leucina
L-Lisina
L-Metionina
L-Fenil alanina
L-Prolina
L-Serina
L-Treonina
L-Triptofano
L-Tirosina
L-Valina
Biotina
Pantotenato calcico
Acido folico
Inositol
Nicotinamida
Acido aminobenzoico
Piridoxina
Riboflavina
Tiamina
Vitamina B,.,
(NO,), Ca

ClK

SOMg 7H,0

ClNa 6.

CO,HNa 2.

PO,HNa,

D-Glucosa 2.
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Rojo fenol 5 mg/1l.

-CRIOVIALES

Para crioconservar los tejidos es necesario utilizar
unos crioviales de un pldstico especial que resiste, sin
alterarse, las bajas temperaturas que requiere el método.
Tienen una capacidad de 2ml., y marcada una linea blanca en
los 1,8ml., volumen de llenado que no se debe sobrepasar.
Estdn dotados de un tapén de rosca con una junta tdérica gue
impide 1la contaminacién del contenido de los mismos a
consecuencia de los cambios de volumen gque experimenta su
interior en funcién de la temperatura. Estos viales son de
uso comin en el Laboratorio de Virus del Servicio de
Microbiologia de nuestro Hospital. Son suministrados por los
Laboratorios COSTAR, num. de catdlogo 2027, © por los

Laboratorios NUNC.

—~CAMPANA DE FLUJO LAMINAR
Campana de flujo laminar vertical Telstar AV10 (Tarrasa,

Espana).

—CONGELADORES

Los congeladores a -20° C y -80° C se encuentran en los

Servicios de Microbiologia e Inmunologia del hospital.
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~CONTENEDOR DE NITROGENO
Consiste en un recipiente de acero de boca ancha y con

las paredes

a 1 s 1 a d a s
térmicamente. En su
interior s e
encuentran 8 Nivel de N2
celdillas

. . . Crioviaies
cilindricas s1ln

tapa y con el fondo

de rejilla, que

) Contenaedor de N2
sirven para
mantener los

tejidos sumergidos
en el nitrégeno liquido. Es importante que los viales no
puedan flotar en el nitrégeno, pues luego seria prdcticamente
imposible recuperarlos. Para ello nos servimos de los
recipientes donde se recogen las muestras de orina, que son
de plédstico, cilindricos y con la tapa de rosca, y les
practicamos miltiples perforaciones para que entre en ellos
el nitrégeno y no floten. E1 contenedor de N ligquido requiere
una atencién con una periodicidad semanal para vigilar el
nivel del nitrégeno. Se encuentra situado en el Departamento
de Anatomia Patoldgica. (Fabricado por L‘Air Liquide vy

distribuido en Espaha por la S.E.O. Madrid).
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-MEDIO DE DIGESTION

Se compone de 30 ml. de HMEM con 20 mMol/L. de buffer
Hepes, mds 2 ml. de Tripsina al 0,03% y 1 ml. de Colagenasa
al 0,05%.

El medio HMEM (Minimum Essential Medium Eagle with
Hank’s Salts) es suministrado por los Laboratorios FLOW.

Cultek S.L. Madrid. Su composicién es la siguiente:

L-Arginina 126,40 ng/1l.
L-Cisteina 28,42 mg/1l.
L-Glutamina 292,30 mg/1.
L-Histidina 41,90 mg/1.
L-Isocleucina 52,50 mng/1.
L-Leucina 52,50 mg/l.
L-Lisina 73,06 mg/1.
L-Metionina 14,90 mg/l.
L~Fenil alanina 33,02 mg/1.
L-Treonina 47,64 mg/1.
L-Triptofano 10,20 ng/1.
L-Tirosina 45,02 mng/l.
L-valina 46,90 mg/l1.
Pantotenato calcico 1 mg/1.
Acido folico 1 mg/l.
Inositol 2 mg/1l.
Nicotinamida 1 mg/1l.
Piridoxal 1 ng/l.
Riboflavina 0,1 mg/1.
Tiamina 1 mg/1l.
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cl,Ca 2H,0 185,50 mg/1.
C1lK 400 mg/1.
PO, KH, 60 mg/1.
30Mg 7H.0 200 mng/l.
ClNa 8000 mg/1.

La Tripsina vy 1la Colagenasa la suministran los

Laboratorios SIGMA CHEMICAL COMPANY. St. Louis, MO 63178 USA.

-INCUBADOR-AGITADOR orbital de aire modelo 25, New

Brunswick Scientific CO., Inc. (Edison, New Jersey, USA)

-MICROSCOPIO
Microscopio invertido Olympus IM, con cdmara Nikon FX-35
y dispositivo automdtico de exposicién Nikon AFX (Tokio,

Japén).

-HEMOCITOMETRO
Cédmara de recuento de células tipo Neubauer (Brand,

Alemania).

-MEDIOS DE CULTIVO

El medio "Basal"™ contiene medio HMEM con 20mMol/l. de
buffer Hepes, 0,2% de Seroalblimina y 0,3% de Glutamina. Tiene
una concentracién de 1,26 mMol./l. de Calcio y 0,81 mMol./l.

de Magnesio (Laboratorios SIGMA).
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El medio denominado "Calcio" contiene la misma cantidad
del medio de cultivo descrito en el parrafo anterior, y se le
afitade Cl, Ca hasta gque el Calcio llegue a una concentracidn
de 3,76 mMol./l.

El medio denominado "Magnesio" contiene el mismo medio
Y se afnade S0, Mg hasta conseguir una concentracién de Mg de

3,31 mMol./l.

-BANO A 37°C
Bafio ajustable de agua PRECISTERM S-385, marca P-SELECTA

(Espanha) .

~SOLUCION DE LAVADO

Se compone de 80% de RPMI 1640 y 20% de suero humano AB.

-CONTADOR ¥

Se emplea un contador Behring Gamma Counter 1612.

-KIT PARA CUANTIFICAR LA HORMONA PARATIROIDEA
Kit ALLEGRO® intact PTH. (Nichols Institute Diagnostics.

San Juan Capistrano, Ca. 92675. U.S.A.)

-SOFTWARE INFORMATICO

Se ha empleado el programa para andlisis estadistico

SIGMA, de Horus Hardware S.L., Madrid.
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Para el tratamiento de textos se ha empleado el programa
WORD PERFECT 5.1 version en castellano, distribuido por Word
Perfect Ibérica S.A.

Los grdficos se realizaron con el programa HARVARD

GRAPHICS 3.0.

-ORDENADOR PERSONAL
Se ha empleado un ordenador personal ALLIED 386/33 para

el tratamiento de textos y andlisis estadistico.

=IMPRESORA
La impresién se realizé con una impresora HEWLETT

PACKARD mod. DESKJET 500.
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1

15.METODOLOGIA

El método seguido para la congelacién y crioconservacién
es semejante al descrito por Wells®®® en cuanto a la forma de
fragmentar las gldndulas paratiroides, los medios de cultivo
celular empleados y la forma de almacenar el tejido a baja
temperatura.

Difiere en cuanto a 1la manera de realizar la
congelacidén, ya que Wells emplea un congelador programable
para descender progresivamente la temperatura, y nuestro
método sigue un sistema de enfriamiento "en etapas™.

El método consiste en mantener el tejido fragmentado a
+4°C durante 1 hora; a continuacién se pasa el tejido a un
congelador a -20°C donde permanecerd durante 2 horas mé&s;
transcurrido ese tiempo se pasan los fragmentos glandulares
a otro congelador a -80°C y alli permanecerdn 3 horas més;

finalmente se pasan al contenedor de N liquido a -196°C.

5.]1.PREPARACION DEIL ME E_CONGE

El dia anterior a la intervencién quirirgica, se extraen
10 cc. de sangre del paciente en condiciones de esterilidad
y se colocan en un tubo de vidrio estéril para centrifugadora
(tubo de pico). La mafiana de la intervencién se centrifuga la

sangre para separar el suero.
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A partir de este momento, todas las manipulaciones se
realizan en la campana de flujo laminar.

Se toman 2 cc. de suero del paciente y se colocan en un
frasco estéril gque nos servird para realizar la mezcla de los
componentes. Se afiaden 16 cc. del medio de cultivo RPMI 1640,
una peguefia cantidad de antibiético (600.000 u.i. de
Penicilina G sdédica y 3mg. de Gentamicina por cada 20 cc. de
medio), y al final, 2 cc. de DMSO.

Asi tenemos 20cc. de un medio que contiene 80% de RPMI

1640, 10% de suero autdélogo y 10% de DMSO.

2.C A

Se toman 10 crioviales estériles y se escribe en ellos
el nombre del paciente y la fecha de la intervencidn.

Se abren los crioviales y se introduce 1,5 cc. del medio
en cada uno de ellos, quedando otros 5 cc. que se colocan en
un tubo de cristal estéril gue nos servird como medio de
transporte del tejido para las determinaciones en fresco.

Tanto los viales como el tubo de cristal se colocan en
el interior de un recipiente cubico de poliuretano expandido
que estd llenc de hielo picado, con lo que el medic queda a
+4° C.

Los viales son trasladados al quiréfano donde ya se ha
comenzado la intervencién quirurgica y se colocan en hielo o

en el frigorifico, para que permanezcan a +4°C,
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15.3.PREPARACTION DEL TEJIDO PARA CRIOCONSERVACION

Una vez identificadas las 4 glandulas paratiroides, se
extirpan y se pesan, dejando marcados sus pediculos con clips
metdlicos.

Se toma un fragmento de cada una de ellas y se envian
para su estudio anatomopatoldégico, tanto intraoperatorio como
diferido, y el resto de las glandulas se coloca en una
cdpsula de acero inoxidable gque contiene suero fisioldégico
frio a +4° C y que a su vez estd sobre otra cdpsula de mayor
tamafio y llena de suero fisioldgico helado y picado.

A partir de este momento se toma nota de la hora, ya que
la primera etapa de la criopreservacién supone mantener las
células durante 1 hora a +4° C.

Se seleccionan las gldndulas que macroscépicamente
tienen mejor aspecto y, con instrumental fino, se despoijan de
la grasa y el tejido conectivo gue las rodea, y se fragmentan
en porciones de 1 mm®* ., en un numero no inferior a 150.

Se introducen en cada vial 10 fragmentos y se cierran
éstos herméticamente, volviendo a colocarlos en el hielo. Se
introducen 30 fragmentos en el tubo de cristal dgque
transportard el tejido para las determinaciones en fresco.

El resto de los fragmentos se deja en el suero
fisioldégico para que el cirujano emplee los gque crea mas
convenientes para realizar el autotrasplante en el antebrazo

del paciente.
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15.4 .CONGETACTION DEI. _TEJIDO

Al cabo de una hora de permanecer en el hielo, los
crioviales no utilizados en el autotrasplante inmediato, son
introducidos en un congelador a -20° C, donde permanecerén
durante 2 horas.

A continuacidén se pasan a un congelador a —-80° C donde
permaneceran durante 3 horas mds, para luego pasarlos
definitivamente al contenedor de N liguido a -196° C

Es importante anotar la celda o cestilla en gque
colocamos los viales, y en gqué orden se encuentran en el

contenedor, para facilitar su bisqueda posterior.
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15.5.ESTUDIO EN FRESCO

De manera simultdnea con el transporte y congelacién del
tejido, se procesa el tejido en fresco.

En primer lugar, se lava el tejido 3 veces seguidas con
RPMI 1640 para eliminar todo resto del DMSO, que seria letal
para las células a temperatura ambiente.

Seguidamente se prepara el edio de digestidn,
consistente en 30 ml. de HMEM con 20 nMol/l1. de buffer HEPES,
mas 2 ml. de Tripsina al 0,03% y 1 ml. de Colagenasa al
0,05%.

A este medio se anaden los fragmentos de gldndula
paratiroides y se coloca en un agitador a +37° C durante 45
minutos, para que se lleve a cabo la digestidén del tejido
conectivo y se separen las células paratiroideas.

Una vez transcurrido este tiempo, la suspensién asi
producida se filtra con una malla de nylon fina, desechando
los detritus retenidos por la misma.

El filtrado se centrifuga a 200 g. durante 10 minutos,
con lo gue las células paratiroideas quedan en el fondo del
tubo.

Mientras se lleva a cabo la digestién y centrifugacidn,
se preparan tres medjos diferentes para la incubacién de la
suspensién celular, y 1los llamamos "BASAL", “CALCIO" vy
"MAGNESIO". El1 medio "Basal" contiene medio HMEM con

20mMol/1l. de buffer Hepes, 0,2% de Serocalbumina y 0,3% de
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Glutamina. Tiene una concentracién de 1,26 mMol./l. de Calcio
y 0,81 mMol./l. de Magnesio. El medio denominado "Calcio"
contiene la misma cantidad del medio de cultivo descrito en
el parrafo anterior, y se le anade Cl, Ca hasta que 1la
concentracién del cCalcio llegue a 3,76 mMol./l. El medio
denominado "Magnesio" contiene el mismo medio y se ahade SO,
Mg hasta conseguir una concentracién de Mg de 3,31 mMol./l.

El centrifugado se resuspende en medio HMEM con un 20%
de albuimina bovina y se determina la viabilidad celular
mediante tincién con azul tripano y empleando un
hemocitémetro. Debemos tener un 95% de células viables. El
hemocitémetro nos servirda para llevar a cabo el recuento
celular por mm®

Seguidamente se colocan 1x10° cel viables/ml. en cada
uno de los tres medios antes descritos y se cultivan durante
2 horas a +37° C en el nismo agitador que empleamos durante
el proceso de digestidn.

Finalizada la incubacién, se centrifugan los tres medios
a 400 g. durante 10 minutos y se toman 0,5ml. del
sobrenadante de cada uno de los medios, que debidamente
marcado, se conserva a -20° C hasta que el Laboratorio de

Hormonas cuantifique la paratohormona.
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5.6 . DESCON ACTON Y ESTUDIO DEL TEJIDO CRIQCONSERVADO

Es importante que 1la descongelacién se lleve a cabo
rdpidamente y a continuacién se debera lavar el tejido
paratiroideo para eliminar cualquier resto de DMSO.

El dia anterior a la descongelacién, el Servicio de
Hematologia (retipaje) nos suministra un tubo conteniendo 10
cc. de sangre AB, que posteriormente centrifugaremos para
extraer el suero.

Se prepara un medio que se compone de 80% de RPMI 1640
Y 20% de suero humano AB, y que constituird la solucién de
lavado.

Los crioviales se sacan del contenedor y se introducen
en un bafioc a +37° C con agitacién continua hasta la casi
total desaparicidn de los cristales de hielo del interior de
los nismos. En ese momento se vacia su contenido en un tubo
estéril y se lava tres veces con la solucidén de lavado antes
preparada.

A partir de este momento, el estudio funcional es

idéntico al realizado con el tejido fresco*®*®.
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Foto 1

campana de flujo laminar
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Foto 2
Crioviales preparados para recibir el tejido
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Foto 3

Limpieza y fragmentacién del tejido
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Foto 4
Crioviales conteniendo el tejido, en hielo a +4%C
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Foto 5

Bafio a +37% para descongelar el tejido
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Foto &

Estudio morfoldgico y contaje de células viables
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La cuantificacién de la molécula intacta de PTH se lleva
a cabo utilizande una técnica IRMA de formacidén de un
complejo "sandwich" por la posibilidad de disponer de dos
anticuerpos, dirigidos a distintos epitopos moleculares, uno
de los cuales estd marcado con I*?®,

El primer anticuerpo, policlonal obtenido en cabra,
reconoce la secuencia carboxi-terminal entre los aminodcidos
39-84.

A fin de aumentar la sensibilidad de la metddica, dicho
anticuerpo, tras su purificacién por cromatografia de
afinidad, se fija a pequenas esferas de polietileno,
aumentando de esta forma la superficie de contacto, que
determina mayor posibilidad de unién entre las moléculas
reaccionantes.

A continuacién se anade el segundo anticuerpo, también
policlonal obtenido en cabra, marcado con I'*®*, y que reconoce
la secuencia 1-34.

Tras un periodo de incubacidén de 22 horas a temperatura
ambiente para que la reaccidén alcance el equilibrio, se lavan
las pequenas esferas con un buffer de pH=7,4 a fin de
eliminar las sustancias contaminantes y disminuir de este
modo hasta un minimo, la ligazdén inespecifica del anticuerpo
marcado a proteinas séricas de secuencias andlogas a las de

la PTH.
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La afinidad del primer anticuerpo inmovilizado es tal
que evita la posible pérdida del complejo formado, no
habiendo por otra parte, posibilidad de unién de fragmentos
moleculares procedentes de la escisién de la PTH.

La reaccidén se ajusta al esquema de la figura 1.

Ac 2*

PTH

Ac 2* >---{ PTH Ac) PTH >—( Ac 2*

»

T
@
o

Figura 1

Tras el ultimo lavado se procede al contaje de 1la
radiactividad de cada tubo en un contador vy.

Paralelamente a las muestras desconocidas, se procesan
una serie de sueros de concentracién conocida que constituyen
la 1llamada curva estdndar, y una serie de controles de
distintos niveles de concentracién.

La tasa de PTH de cada suero se determina por

interpolacién en la curva construida utilizando las c.p.m.
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(cuentas por minuto) obtenidas de las soluciones estéandar
frente a sus propias concentraciones.

El protocolo de trabajo puede resumirse segun el esguema

siguiente:
ESTANDAR CONTROLES MUES S
ESTANDAR 200ul. X X
CONTROLES X 200ul. X
MUESTRAS X X 200ul.

Anadir a cada tubo: 200ul. de Ac* y una esferita.
Incubar 22 horas a temperatura ambiente.

Lavar 2 veces con 2ml. de buffer.

Decantar.

Leer.

Previamente el método ha sido validado determindndose
exactitud, especificidad y precisién, estando los valores
obtenidos dentro de los recomendados por la Comisién Europea
de Control de Calidad de la S.E.B.Q.

El intervalo analitico utilizado es de 0,375-1500 pg/ml.

El intervalo de referencia es de 10-60 pg/ml.
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La metdédica es especifica para la molécula de PTH

intacta.
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15.8 . METODO ESTADISTICO

En primer lugar se realiza la prueba de Kolmogorov-
Smirnov para comprobar gue la muestra se ajusta a la normal.

A continuacién se procede a la comparacidén de medias en
muestras pareadas.

Dado que la muestra es inferior a 30 individuos existe
mayor dispersién, por lo que se debe aplicar el coeficiente
corrector " t de Student ".

La estimacidn de la media tendrd el siguiente

margen de confianza = m + t ., s,

siendo "m" la media hallada en el experimento; "s," es

el error estdndar de la media y "t" es el valor de Student

obtenido de la tabla correspondiente.
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16.PAC ES

Desde el 3 de Febrero de 1989 hasta el 20 de Noviembre
de 1991 se han intervenido 15 pacientes para ser incluidos en
este estudio.

La distribucién por sexos es muy similar, siendo 8
(53,3%) pacientes varones y 7 (46,6%) hembras.

La media de edad se sitda en 44,4 * 16,03 afios, teniendo
el paciente mas joven 17 afios y 73 el de mayor edad.

Dos de 1los pacientes fueron diagnosticados de
Hiperparatiroidismo Primario por adenoma unico en gldndula
inferior izquierda (PACIENTE 1) y superior derecha (PACIENTE
2) respectivamente.

Doce pacientes mas padecian Hiperparatiroidismo (con
hiperplasia de las 4 glandulas) Secundario a insuficiencia
renal (PACIENTES 3 al 14), siendo portadores de trasplante
renal funcionante en el momento de la cirugia paratiroidea 3
de ellos (PACIENTES 12, 13 y 14).

El paciente restante (PACIENTE 15) fué diagnosticado de
Hiperparatiroidismo por Hiperplasia de 1las 4 gléndulas
paratiroideas en el seno de un Sindrome MEN I.

A los dos pacientes portadores de adenoma unico se les
practicéd la exéresis del adenoma y biopsia de un fragmento de

otra glédndula aparentemente sana, confirmdndose el
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diagnéstico. A continuacién se procedid a crioconservar una
porcién del tejido adenomatoso.

A 1los 13 pacientes restantes se les realizé una
paratiroidectomia total con autotrasplante en el antebrazo en
el transcurso del mismo acto operatorio, y simultdneamente se
procedié a la crioconservacién de tejido paratiroideo.

La evolucidén postoperatoria de todos los pacientes fué
satisfactoria, normalizadndose las cifras de Calcio y de
Hormona Paratiroidea circulante yva durante el postoperatorio
inmediato en aquellos pacientes portadores de adenomas. Los
pacientes aquejados de Hiperparatiroidismo Secundario
presentaron normalizacién de la PTH circulante de manera
inmediata, e hipocalcemia transitoria debida al "hambre 6sea
de calcio", que requirié de aportes de Calcio (Carbonato
Calcico) y Vitamina D (Rocaltrol®) durante el postoperatorio,
segin sus requerimientos.

El promedio del tiempo dque el tejido paratiroideo
permanecié congelado fué de 9,33 * 8,06 meses; el tiempo
minimo de congelacién fué de 4 meses, y el miaximo de 28

meses.
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Resultados

RESULTADOS

Después del proceso de digestidn y posterior tincién con
azul tripano, el andlisis al microscopio 6éptico de las
células mostré una integridad celular superior al 95% en
todos los casos. Tras la incubacién en los tres diferentes
medios (Basal,Calcio y Magnesio), con una concentracidn
celular ajustada a 10° cél./ml., los valores absolutos de
hormona paratiroidea cuantificados en el sobrenadante del

centrifugado son los siguientes (pg./ml.):

PACTENTE 1

BASAT CALCTIO MAGNESTO

TEJIDO FRESCO 3312,8 2673 ,4 2383,6
T.CRIOCONSERVADO 2290,2 1923,9 19247,0
PACIENTE 2

BASAL CALCIO MAGNESTO
TEJIDO FRESCO 422,0 321,0 304,0
T.CRIOCONSERVADO 1276,0 1048,1 1009,0

PACIENTE 3

BASAL CALCT GNESTO
TEJIDO FRESCO 1872,0 1350,0 1134,0
T .CRIOCONSERVADO 1160,6 906,3 898,1
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PACIENTE 4

TEJIDO FRESCO

T .CRIOCONSERVADO

PACIENTE 5

TEJIDO FRESCO

T.CRIOCONSERVADO

PACIENTE 6

TEJIDO FRESCO

T.CRIOCONSERVADO

PACTENTE 7

TEJIDO FRESCO

T.CRIOCCONSERVADO

PACIENTE 8

TEJIDO FRESCO

T.CRIOCONSERVADO

BASAL

22,4

760,0

BASAL

686,7

580,0

BASAL
2550,0

410,8

BASAL
54,1

86,2

754,0

897,0
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CALCIO
14,1

194,0

CALCIO
553,0

452,9

CALCIO
2089,0

304,5

CAICTO
44,7

70,7

CAT.CTO
545,0

677,0

Resultados

MAGNESIO
12,2

178,0

MAGNESIO

503,5

372,7

MAGNESIO
2107,0

319,1

MAGNESIO
37,8

61,7

MAGNESIO
533,0

681,0



PACIENTE 9

TEJIDO FRESCO

T.CRIOCONSERVADO

PACIENTE 10

TEJIDO FRESCO

T .CRIOCONSERVADO

PACTIENTE 11

TEJIDO FRESCO

T.CRIOCONSERVADO

PACIENTE 12

TEJIDO FRESCO

T .CRIOCONSERVADO

PACIENTE 1

TEJIDO FRESCO

T .CRIOCONSERVADO

BASAL
1123,0

537,0

BASAL
310,9

2734,0

BASAL
172,4

776,0

BASAL
468,0

1302,0

BASAL
1127,0

1603,7
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CALCIO
879,0

403,0

CALCIO
219,1

2073,0

CALCIO
134,1

587,0

CALCIO
378,0

1122,3

CALCIO

950, 0

1086,5

Resultados

GNESTO
850,0

399,0

MAGNESIO
271,3

2111,0

MAGNESTO
122,0

595,0

MAGNESJIO
399,0

1128,8

MAGNESIO
990, 0

1272,0



Resultados

PACTENTE 14

BASAT CALCIO MAGNESIO
TEJIDO FRESCO 68,3 57,9 43,5
T .CRIOCONSERVADO 1511,1 1315,3 1112,3
PACIENTE 15

BASAL CALCIO MAGNESIO
TEJIDO FRESCO 5780,0 3420,0 2820,0
T.CRIOCONSERVADO 484 ,3 386,4 378,1

La frenacidn en la secrecién de la hormona paratiroidea
en los medios a los que se ahade Calcio y Magnesio
respectivamente, queda reflejada en la tabla siguiente, donde
se expresan 1los porcentajes de produccién de hormona
paratiroidea con respecto a la producida en el medio basal,

que se considera es del 100%:
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MEDIO RICO EN Ca MEDIQ RICO EN Mg

PACIENTE DIAGN, FRESCO CRIOCONS. FRESCO CRIQCONS.
1 HPT 1°® 80,7% 84,0% 71,9% 85,0%
2 HPT 1% 76,0% 82,2% 72,0% 79,2%
3 HPT 2° 72,1% 78,0% 60,5% 77,4%
4 HPT 2°¢ 62,9% 25,5% 54,4% 23,4%
5 HPT 2 80,5% 78,1% 73,3% 64,2%
6 HPT 2¢ 81,9% 74,1% 82,6% 77,6%
7 HPT 2¢ 82,6% 82,0% 69,8% 71,5%
8 HPT 2% 72,2% 75,4% 70,6% 75,9%
9 HPT 2% 78,2% 75,0% 75,6% 74,3%
10  HPT 2° 70,4% 75,8% 87,2% 77,2%
11  HPT 2° 77,7% 75,6% 70,7% 76,6%
12  HPT 3¢ 80,7% 86,2% 85,2% 86,7%
13  HPT 3¢ 84,2% 67,7% 87,8% 79,3%
14  HPT 3¢ 84,7% 87,0% 63,6% 73,6%
15 MEN I 59,1% 79,7% 48,7% 78,0%

Se realizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov {(de ajuste a
la normal), no encontrando diferencias significativas para
una p<0,05.

La produccién de hormona paratiroidea por el tejido
fresco en el medio rico en Calcio presentdé una media del
76,06% + 7,40% de la hormona producida en el medio basal, con

un valor minimo de 59,1% y un valor méaximo de 84,2%.
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La produccién de hormona paratiroidea por el tejido
crioconservado en el medio rico en Calcio presentdé una media
del 76,20% + 15,17% de l1la hormona producida en el medio
basal, con un valor minimo del 25,5% y un valor mdximo del
90,8%.

En ambos casos se procedié a la comparacidén de medias
para muestras pareadas con respecto a la basal del 100%,
encontrando que tanto el tejido fresco como el crioconservado
respondian al medio rico en Calcio mediante la frenacién en
la produccién de hormona paratiroidea, y' los niveles de

frenacidn tenian significacién estadistica (p<0,001).(Grédfico

2).
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Ggrafico 2

El tejido fresco incubado en un medio rico en Magnesio

presenté una produccién de hormona paratiroidea con una media
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del 71,59% + 11,47% con respecto al medio basal, situdndose
sus valores extremos en 48,7% y 87,8% respectivamente.

El tejido crioconservado incubado en un medio rico en
Magnesio presenté una produccién de hormona con una media de
un 73,32% + 14,77% con respecto al medio basal, siendo 23,4%
el minimo y 86,7% el maximo.

Nuevamente procedimos a la comparacién de medias para
muestras pareadas, encontrando que los niveles de frenacidn
en la produccidn de hormona paratiroidea por parte del
Magnesio tanto en el tejido fresco como en el crioconservado

eran estadisticamente significativos (p<0,001).(Grafico 3).
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Gréafico 3

La comparacién entre las medias de los porcentajes de
frenacién inducida por el medio rico en Calcio entre el
tejido fresco y el <criopreservado tampoco presentd

diferencias estadisticamente significativas.
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Del mismo modo tampoco encontramos diferencias
estadisticamente significativas cuando comparamos el efecto
frenador del Magnesio en el tejido fresco y en el tejido

crioconservado. (Grafico 4).
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Grafico 4
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DEL MEDIOQO DE CONGELACION

Todos los medios de congelacién empleados habitualmente
se componen en su mayor parte de un medio de cultivo celular,
al que se anaden una pequeha cantidad de suero y un agente
crioprotector.

Los medios mds empleados en la literatura revisada son
el RPMI 1640(21-105.150.160.180.181) (g8(%), al que se anade un 10% de
suero, y un 10% de DMSO, y el Medio de Waymouth®?*-**8% = con
similares proporciones de suero y DMSO. El medio de Waymouth
tiene una composicién cualitativa similar al RPMI 1640, pero
cuantitativamente es un medio mucho mds concentrado; ninguno
de los articulos revisados explica la razén de elegir uno u
otro medio. Descartamos el Medio de Waymouth por su elevada
concentracién en calcio(120 mg/l Cl,Ca2H,0) y magnesio(491
mg/l SOMg 7H,0), que podrian estar frenando de manera
permanente a la célula paratiroidea, impidiendo que
reaccionara a nuestros estudios funcionales; y, ademdas,
porque nos era mds fdcil en nuestro hospital obtener el RPMI
en los laboratorios de Microbiologia o Inmunclogia.

Afiadimos 600.000 U.I. de Penicilina G sédica v 3 mg. de
Gentamicina por cada 20 cc. de solucidén, en prevencidén de
posibles contaminaciones. En la literatura revisada sdélo
encontramos la referencia de Brennan y cols.®a esta

cuestidén.
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La proporcién de DMSO puede variar, pero la mayoria de
los autores coinciden en que 1la proporcién iddénea es el
10%f13,14,21,89,189,160,180,181,190)  Eg el agente crioprotector méas
utilizado y parece tener un cierto efecto protector frente a
las radiaciones acumuladas‘’®’.

En cuanto al suero, enmpleamos el del propio paciente,
que es fdcil de obtener coincidiendo con cualquier extraccidn
para determinaciones analiticas durante el ingreso
preoperatorio. Creemos que es la forma mads econémica de
conseguirlo, a la vez gque la mds adecuada, ya gque evitamos
hipotéticos problemas de incompatibilidad o de transmisién de
enfermedades.

La manipulacién se lleva a cabo siempre en campana de
flujo laminar, para reducir al mdximo el riesgo de
contaminacién.

Los crioviales son los de uso habitual en cualquier
laboratorio que se dedique a la crioconservacidén. Son de
manejo cémodo, tienen un volumen adecuado para los 10
fragmentos de tejido que van a contener, se adaptan
perfectamente al contenedor de Nitrodgeno y aseguran un
marcado indeleble.

Decidimos preparar 10 viales con 10 fragmentos de 1lmm>.
cada uno, para tener una cantidad de células suficiente para
realizar autotrasplante diferido con tejido crioconservado si
el trasplante con tejido fresco no fuera funcionante, y para
poder repetir el estudio del tejido una vez descongelado si

fuera necesario.
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DE 1A PREPARACTON DFEL TEJIDO

Las glandulas extirpadas, una vez se ha enviado un
fragmento de cada una de ellas para su examen
anatomopatolégico, se colocan en un recipiente con RPMI 1640
o, en su defecto suerc salino a +4°C.

A los pocos minutos de estar en el medic frio, 1la
consistencia de las gldndulas aumenta, con lo que se facilita
enormemente la limpieza del tejido adiposo adyacente y la
posterior fragmentacién.

Elegimos para el autotrasplante inmediato y la
crioconservacién las gldndulas que tienen mejor aspecto
macroscépico: menor tamafio, color similar al de la glandula
sana, ausencia de infiltrado sanguineo, superficie lisa,...

Los fragmentos son de 1 mm® por dos razones
fundamentales; la primera, para favorecer al maximo 1la
neovascularizacién del injerto; y en sequndo lugar para
facilitar la penetracidén del frio y del DMSO!®%,

Reservamos los 20 mejores fragmentos para el
autotrasplante inmediato; otros 30 se emplean para el estudio
experimental en fresco; 50 mds serdn criopreservados vy
reservados por si los necesitdramos para un autotrasplante
diferido en caso de fallo o insuficiencia del autotrasplante
en fresco; 50 fragmentos mds quedan crioconservados para el

estudio experimental.
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DEL, METODO DE CONGELACTON

Queriamos encontrar un sistema de conservacién de las
gldndulas paratiroides que reuniera las caracteristicas de
economia, sencillez de manejo y accesibilidad a personas poco
habituadas al manejo de células.

Todos los métodos revisados tenian como punto final el
contenedor de Nitrégeno liquido a =-196°C, peroc el problema
radicaba en la forma de alcanzar esta temperatura.

Casi todos los sistemas descritos en la
literatura‘®*-*®*°-**®’ ge basan en la utilizacién de congeladores
programables, descendiendo la temperatura entre 1 y 1,5°C por
minuto, con costosos sensores de temperatura e importante
apoyo informatico.

En otro articulo, Wagner‘*®*’ describia un sistema gque
empleaba nieve carbdénica a la gue se afadia alcchol metilico
en mayor o menor cantidad en funcién de la velocidad del
descenso de la temperatura. Nos parecié muy complicado para
nuestro medioc de trabajo y de manejo delicado, requiriendo
personal con especial dedicacidén, del gque careciamos.

Otros articulos hacian referencia a descensos bruscos de
temperatura‘?-**’, manteniendo las células 16 horas a -80°C y
pasdndolas a continuacién al Nitrdégeno, pero nos parecia que
esto podria ser muy lesivo para las células.

Nosotros mismos probamos un método que mantenia el
tejido durante 6 horas a =-20°C; otras 17 horas a ~80°C y a

continuacién (que coincidia con la mafana siguiente) se
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pasaban al contenedor de Nitrégeno liquido. El resultado fué
gue todas las células aparecieron muertas al tefiirlas con
azul tripano. No obstante procedimos a la incubacién en los
tres medios descritos, encontrando gue la hormona
paratiroidea no sélo no se frenaba en su produccién, sino que
aparecia en cantidades superiores del 280% (medio rico en
calcio) y 350% (medio rico en magnesio) con respecto al medio
basal.

Asi las cosas dirigimos nuestros pasos hacia el método
que se emplea en los laboratorios que trabajan con lineas
celulares, y que consistia en descender la temperatura en 3
fases antes de llegar al nitrégeno liquido: 1 hora a +4°C:; 2
horas mds a -20°C y otras 3 horas a =80°. Si las lineas
celulares sobrevivian a este proceso, era muy probable que
las células paratiroideas también lo hicieran.

Este sistema era ademds el ideal en cuanto a economia,
pues aprovechaba los congeladores ya existentes en el
Hospital, y era de manejo extraordinariamente sencillo, pues
s6lo habia que medir el tiempo y cambiar de congelador la

gradilla que portaba los tubos.

EIL M c CION

Todos los autoresg(®®-*° coinciden en que la
descongelacién debe ser rdpida mediante inmersién de los

crioviales en un bafio a +37°C y seguidamente lavar el tejido
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con abundante cantidad de medio de cultivo puro, para
arrastrar lo mds rdpidamente posible el DMSO, gque es muy
téxico para las células a temperatura ambiente.

No hemos estudiado la influencia que pudiera ejercer el
tiempo durante el que permanecen las células congeladas sobre
la viabilidad, en primer lugar porque no disponiamos de la
suficiente cantidad de tejido congelado y, principalmente,

porgque no parece tener influencia al respectof*®’.

DEL ESTUDIO DE I.A VIABITIDA JIDO

Para comprobar que el tejido habia resistido al
traumatismo gue supone la congelacién, debiamos comprobar que
las células paratiroideas conservaban su funcionalidad.

La primera intencién era la de descongelar el tejido y
cuantificar la hormona paratiroidea presente en el mismo.
Pero esto podia inducirnos a error, ya que buena parte de esa
hormona podia haber sido sintetizada antes de la congelacidn
y posteriormente haber salidoc al exterior de la célula al
morir ésta.(Ciertamente, ya nos habia ocurrido en el caso
referido anteriormente).

Debiamos asegurarnos de gque las células seguian vivas,
lo que se podria conseguir mediante el estudio morfolégico al
microscopio®°©-#®-1%, TLa tincién de las células con azul
tripano para proceder a su recuento, y su posterior estudio
al microscopio 6ptico mostré una integridad celular superior

al 95% en todos los casos. Pero podria ocurrir que esas
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células que aparentemente habian sobrevivido a la congelacioén
tuvieran anulada su capacidad funcional, no sélo de secretar
hormona paratiroidea, sino de hacerlo en mayor © menor
cuantia en funcidén del estimulo o supresidén gue recibieran.
Esta fue la razén por la gque descartamos los estudios
morfolégicos como unica prueba fiable de la supervivencia
celular.

La manera de comprobar gque conservaban su capacidad
funcional era observar su comportamiento frente a diferentes
concentraciones de «calcio y magnesio, Yy comparar ese
comportamiento con el del tejido fresco sometido a idénticos
estimulos.

Para comprobar la funcionalidad celular procedimos a
preparar suspensiones celulares segun el método de Wagner*®,
En primer lugar se coloca el tejido a estudiar en un medio de
digestidén compuesto por medio HMEM (con una concentracién de
Ca y Mg conocidas de 1,28 y 0,81 mMol/l. respectivamente), y
tripsina y colagenasa, que son las enzimas encargadas de
digerir el tejido conectivo que mantiene unidas las células.

Empleamos HMEM en lugar del medio RPMI 1640 porgue es el
gue emplea Wagner*®®, cuya experiencia gqueremos reproducir.

Tras separar los detritus y restos de tejido conectivo
mediante filtrado con una malla y posterior centrifugacién,
tefiimos las células con azul tripano con una doble intencién:
en primer lugar, para constatar la integridad de las mismas

Y. en segundo lugar, para proceder a su recuento.
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A continuacidn se procede a la incubacién de las células
en medio basal, en medio rico en calcio y en medio rico en
magnesio, respectivamente, durante 2 horas. Esto se realiza
a temperatura de 37°C y en agitacidén continua. Con esto no se
pretende obtener un cultivo celular, sino conseguir, de
manera transitoria, un medio que redna las condiciones
éptimas para el funcionalismo celular. Es muy importante,para
poder comparar los resultados entre si, calcular la dilucién
necesaria para que la concentracién celular se ajuste a 10°
células viables por mililitro en cada uno de los medios.

Empleamos calcio y magnesio como estimulos para
comprobar la viabilidad celular, por su demostrado efecto
fisioldégico frenador en la secrecién hormonal a nivel de las
glandulas paratiroides®*’-7°7®, Son dos elementos de facil
dosificacién y bajo coste; se utilizan en forma de Cl,Ca2H,0
y SOMg 7H,0, respectivamente. Unicamente debemos tener 1la
precaucién, cuando se trata de afiadir calcio, de obtener el
producto de un frasco que haya permanecido bien cerrado y que
no sea muy antiguo, pues es una sustancia con elevado poder
higroscépico, por 1lo que podriamos cometer el error de

utilizar menores concentraciones de calcio que las indicadas.

DE LA DETERMINACTON DE ORMONA PARATTROIDEA

Decidimos emplear un método de cuantificacién de hormona
paratiroidea que reconociera 1nicamente la molécula

intacta.
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Dado que la hormona paratiroidea intacta tiene una vida
media muy corta y se fragmenta rdpidamente, si el método que
empledramos para cuantificarla, fuera capaz de reconocer
algunoc de los fragmentos de la misma, podriamos incurrir en
errores en cuanto a valorar la capacidad funcional del tejido
crioconservado, puesto que estariamos cuantificando
cantidades de hormona sintetizada con anterioridad a 1la

congelacidn.
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DE 1.0S PACTENTES

Incluimos en el estudioco a dos pacientes afectos de
hiperparatiroidismo primario por adenoma tnico.

Aungque hay autores que han encontrado diferencias en el
comportamiento frente al calcio y el magnesio entre el tejido
adenomatoso Yy el hiperpldsico®*?”, otros no la
encuentran‘*®-**>  por lo que los hemos incluido en el estudio.
Ademdas, al analizar 1los resultados, observamos gue en
términos absolutos se comportaban de igual manera que los
hiperpldsicos, y el andlisis estadistico de la muestra una
vez excluidos estos dos pacientes mostré resultados
similares. No se encuentran diferencias de comportamiento
entre el tejido hiperpldsico del hiperparatiroidismo
secundario y el tejido procedente de pacientes portadores de
sindrome MEN I‘®*”, por lo que el paciente numero 15, dque
padecia un sindrome MEN I también fue incluido en el estudio
tras realizarle el mismo tratamiento gque a aquellos dgue

padecian hiperparatiroidismo secundario.
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DE 1.0 ESULTADOS

La tincién con azul tripano muestra una proporcién de
células integras superior al 95% en los 15 casos estudiados.

La produccién de hormona paratircidea, en valores
absolutos, muestra una gran variabilidad, desde 22,4 pg/ml.
hasta méds de 5700 pg/ml.

Estas diferencias se observan en la literatura
consultada®’ y hacen preferible 1la utilizacién de
porcentajes respecto a un valor referencial para realizar el
estudio de la viabilidad.

Para comprobar gue las células conservan su capacidad
funcional consideramos que la cifra de produccién de hormona
en el medio basal es el 100% y calculamos el porcentaje en la
produccion de hormona que corresponde a los medios ricos en
calcio y magnesio.

Las células de los tres medios proceden del mismo
tejido, tomado del paciente al mismo tiempo y sometidas al
mismo proceso de manipulacién; ademds hemos calculado 1la
dilucidn necesaria para que estén a una concentracién
idéntica en los tres medios (10°cel./ml.). De esta manera
hemos reducido al maximo las posibilidades de error que se
produciria al trabajar con muestras diferentes.

El test de normalidad nos asegura gue trabajamos con una
muestra homogénea y las pruebas estadisticas tienen un nivel

de significacién adecuado.
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El tejido fresco experimenta un descensc en la
produccién de hormona al aumentar la concentracién de calcio
en el medio en cuantia suficiente para que no se pueda
considerar que es un hecho debido al azar.

El tejido fresco también experimenta un descenso en la
produccién de hormona al aumentar la concentracién de
magnesio en el medio en cuantia suficiente para gque no se
pueda considerar que es un hecho debido al azar.

Por lo tanto debemos pensar gque las respectivas
elevaciones en la concentracién del calcio y el magnesio en
los medios de cultivo ejercen un efecto frenador en la
produccién de hormona paratiroidea, que es su respuesta
fisiologica.

El tejido crioconservado muestra un descenso en la
produccién de hormona al aumentar la concentracién de calcio
muy similar a la del tejido fresco, y tampoco puede
explicarse por el azar.

El tejido crioconservado muestra un descenso en la
produccién de hormona al aumentar 1la concentracién de
magnesio muy similar a la del tejido fresco, y tampoco puede
explicarse por el azar.

Los resultados obtenidos nos inducen a pensar que el
tejido crioconservado se comporta de manera similar al tejido
fresco, y demuestran que la crioconservacién no ha ejercido
un efecto perjudicial en cuanto a la funcionalidad del tejido

paratiroideo.
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Hemos conseguido desarrollar un método de
crioconservacién de tejido paratiroideo wutilizando 1la
tecnologia habitual de nuestro hospital, pues sdélo hemos
necesitado adquirir el contenedor de nitrégeno liquido; la
técnica es sencilla y de manejo accesible a personas poco
experimentadas en el manejo de células.

Hemos aplicado la preparacién de suspensiones celulares,
Yy su respuesta a los diferentes medios, como sistema de
control de la viabilidad funcional del tejido paratiroideo
"in vitro".

Hemos comprobado que el nétodo propuesto de
crioconservacién de tejido paratiroideo, no afecta a 1la
viabilidad celular, y las células asi conservadas mantienen
un capacidad funcional similar a la del tejido fresco.

El método descrito en este trabajo estd en la actualidad
incorporado a la Clinica, apoyando al Programa de Cirugia
Paratiroidea del Servicio de Cirugia General y del Aparato
Digestivo A del Hospital 12 de Octubre. La comprobacién final
de su funcionamiento, que seria el autotrasplante diferido,
no se ha llevado a cabo porque los autotrasplantes en fresco,
realizados a los 15 pacientes, estdan funcionando en la

actualidad.

143



RESUMEN



Resumen

El tratamiento quiridrgico de la enfermedad paratiroidea
hace necesaria, en un  buen nimero de casos, la
crioconservacién del tejido paratiroideo, para su
autotrasplante diferido, en caso de hipoparatiroidismo
postoperatorio.

La crioconservacidén a -196°C constituye el método ideal
para la conservacién del tejido, pero, a su vez, supone un
procedimiento que puede atentar contra la supervivencia y
capacidad funcional del tejido asi tratado.

Los métodos de crioconservacién empleados hasta la
fecha, empleando congeladores programables, suponen un
importante gasto en infraestructura dque pocos hospitales
pueden afrontar.

Planteamos un método de crioconservacién, con un
descenso secuencial de la temperatura, gque aprovecha los
congeladores convencionales a -20°C y -80°C, va existentes en
nuestro hospital para otros fines.

Describimos la técnica de preparacién del tejido a
conservar, asi como del Medio de congelacidén y los crioviales
que los contendran.

Las fases de la congelacidén suponen mantener el tejido
durante 1 h. a +4°C; 2 h. a =-20°C; 3 h. mds a -80°C y
finalmente, su paso a la fase liquida del Nitrégeno liquido.

Para comprobar la viabilidad del tejido asi conservado,

en primer lugar, lo tefiimos con azul tripano y recontamos el
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numero de células aparentemente viables, gue en ningin caso,
ha sido inferior al 95%.

Seguidamente, preparamos suspensiones celulares, tanto
con el tejido fresco, como con el crioconservado, y las
sometemos a un estudio funcional, que consiste en variar las
proporciones de calcio y de magnhesio del medio de suspensiodn
celular, y verificar si las células responden a estos
estimulos frenando la secrecidén de hormona paratiroidea.

Los medios de suspension celular son tres, idénticos
para el tejido fresco y el crioconservado:

-Medio basal, con unas concentraciones basales de calcio
(1,26 mMol/1) y magnesio (0,81 mMol/l).

-Medio rico en calcio, al que se ahade Cl,Ca hasta
alcanzar una concentracién de 3,76 mMol/l1 de calcio.

-Medio rico en magnesio, al dque se anhade SOMg hasta
alcanzar un concentracidén de 3,31 mMol/l de magnesio.

Al cabo de 2 h., se cuantifica la hormona paratioridea
de cada medio y se comparan los resultados.

El tejido fresco, en el medio rico en calcio produce
unicamente el 76,06% * 7,40% de hormona paratioridea gque en
el medio basal.

El tejido fresco, en el medio rico en magnesio también
experimenta una frenacién en la produccién de hormona,
quedando en el 71,59% £ 11,47%.

El tejido congelado, en presencia de mayor concentracioén
de calcio, frena la produccién de hormona, quedando en el
76,20% + 15,17% de la producida en el medio basal.
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El teijido congelado, en presencia de una mayor
concentracidén de magnesio, también frena la produccidén de
hormona, gquedando en el 73,32% * 14,77% de la basal.

En todos los casos, el efecto frenador en la produccidn
de hormona paratiroidea corresponde al efecto fisioldégico
frenador de estos iones sobre la célula paratiroidea. E1l1
andlisis estadistico de los resultados muestra significacidn
estadistica en todos los casos (p<0,001), y las frenaciones
experimentadas por el tejido congelado y el fresco son
similares, lo gue indica que las células han conservado su

capacidad funcional tras la congelacidn.
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Conclusiones

CONCTL.USTONES

1.—- La preparacidén de suspensiones celulares de tejido
paratiroideo constituye un medio adecuado para comprobar la
funcionalidad del tejido paratiroideo, tanto en fresco como

tras la crioconservaciodn.

2.- La elevaciodn en la concentracién del calcio en el
medio de cultivo de las suspensiones celulares de tejido
paratiroideo ejerce un efecto frenador sobre la produccién de

hormona paratiroidea.

3.- La elevacidn en la concentracién del magnesio en el
medio de cultivo de las suspensiones celulares del tejido
paratiroideo ejerce un efecto frenador sobre la produccién de
hormona paratiroidea, y 1o hace en una proporcién equivalente

a la del calcio.

4.- El1 tiempo durante el cual permenece el tejido

crioconservado, no influye en la supervivencia del mismo.

5.- El1 método propuesto para la congelacién vy
crioconservacién del tejido paratirocideo humano permite
mantener la integridad celular del mismo no sélo desde el

punto de vista morfoldgico sino también funcional.
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6.— El1 método propuesto retine las condiciones de
fiabilidad, economia y sencillez de manejo necesarias para su
aplicacién por cualquier unidad dedicada al tratamiento

quirirgico de la enfermedad paratiroidea.
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