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Introducción

1.1 Homeostasis del calcio

1.1.1 Introducción

El calcio es no sólo el catión más abundante del organismo sino

también el principal mensajero citosólico iónico para una gran variedad de

procesos bioquímicos y fisiológicos. Un hombre de unos 70 kg de peso contiene

aproximadamente 1 kg de calcio, del que casi el 99% se encuentra en el

esqueleto. Sólo el 0.1% se encuentra en el espacio extracelular, y cerca de

un tercio de éste lo está en el plasma. La concentración normal de calcio

plasmático oscila de 8.8 a 10.4 mg/dl (2.2-2.6 mmol/l>, y existe en tres

formas químicas diferentes: aproximadamente el 45% está en forma ionizada

(Cah), la única biológicamente activa; el 15% acomplejado con aniones como el

citrato o el fosfato; y el 40% unido reversiblemente a proteinas plasmáticas,

principalmente albúmina.

En condiciones normales, la ingesta diaria de calcio en la dieta

oscila de 800 a 1000 mg, y sólo el 30-35% es absorbido a lo largo del

intestino- Como además hay secreción intestinal, la captación neta de calcio

en e] tracto intestinal es aproximadamente 150 mg/día.

El hueso de los adultos está en un continuo proceso de formación

y destrucción conocido como remodelado, que normalmente se encuentra en

equilibrio —se forma tanto hueso como se destruye—. Por lo tanto, un adulto

sano debe excretar cada día aproximadamente 150 mg de calcio por la orina para

equilibrar la entrada de calcio por el intestino (figura 1).

El calcio forma sales con el fosfato y el oxalato que son muy poco

solubles. Para prevenir la mineralización de los tejidos blandos, y por otra

parte, la desmineralización del hueso, la concentración de calcio tiene que

estar regulada de manera precisa. Bajo condiciones normales, la homeostasis

-2-
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1000 mg/día
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850 mg/día
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Figura 1: Balance de calcio en un adulto normal. Las cifras se

refieren a la cantidad de calcio que se intercambia entre

liquido extracelular y el intestino, hueso y riñón.

cálcica se realiza por la

calcitonina (CT)

dihidroxicolecalciferol

acción coordinada

y el metabolito

de la parathormona <PTH>, la

activo de la vitamina 1), el 1,25-

(1,25-(OH),-D>, sobre el intestino, el hueso y el

riñón []-5].

300 mg/día

150 mg/día

el
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1.1.2 Componentes del mecanismo de la homeostasis del calcio

1.1.2.1 Intestino

Como ya se ha mencionado, la absorción neta de calcio desde el

intestino al fluido extracelular en el individuo adulto es aproximadamente

150-200 mg/dia, aunque varía considerablemente incluso en sujetos normales,

dependiendo principalmente de la cantidad de calcio de la dieta y de los

niveles circulantes de 1,25-(OH>2-D [6].

El transporte de calcio es más eficaz en la primera porción del

intestino delgado, especialmente en el duodeno. Sin embargo, la mayoría del

calcio es absorbido en las porciones distales, un 65% en el íleon y un 17% en

el yeyuno. El calcio también es secretado al lumen intestinal via jugos

pancreáticos y bilis, aunque no se conoce si esta secreción está regulada por

hormonas (1,8].

En el epitelio intestinal existen dos rutas para que el calcio

pase desde la luz del intestino a la circulación: una ruta paracelular pasiva

y una ruta transcelular activa.

Los movimientos pasivos de calcio pueden ocurrir en ambas

direcciones, hacia la circulación o hacia el lumen, y se producen por

gradientes electroquímicos favorables. Esta ruta paracelular no presenta

evidencias de saturación y parece ser independiente del i,25~(OH)a~D y de la

edad [9,10].

La absorción activa de calcio en el epitelio intestinal es un

proceso saturable dependiente del calcio luminal, alcanzando la mitad de la

absorción máxima a 1-1.5 mmol/1 [11-13]. Está correlacionada positivamente con

los niveles circulantes de 1,25.-(OH)2~D y con el contenido celular de una

proteína ligadora de calcio dependiente de vitamina O (CaRi’> [14]. Se han

-4-
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encontrado proteinas ligadoras de calcio similares en otros órganos,

incluyendo el riñón, el páncreas, las glándulas paratiroideas, la placenta y

el cerebro, aunque no se conoce su función en la mayoria de ellos [15].

1.1.2.2 Hueso

El hueso es el principal reservorio del calcio corporal. Como ya

se ha dicho, más del 99% del total del calcio del organismo está presente en

este órgano, aunque sólo cantidades pequeñas del calcio esquelético se

intercambian diariamente con el fluido extracelular. En la mayor parte de los

casos, la entrada y salida de calcio del esqueleto están en equilibrio

[16,17].

Hay dos mecanismos para el transporte de calcio desde el hueso al

fluido extracelular: uno es el sistema de remodelado óseo y el otro es el

intercambio de calcio entre el fluido extracelular y la superficie cristalina

del hueso, via el fluido óseo, a través de la capa de células en reposo que

recubren el hueso.

El volumen óseo está regulado por las acciones coordinadas de

células destructoras de hueso y de células formadoras, osteoclastos y

osteoblastos, respectivamente. La resorción y la formación óseas están

acopladas, y el hueso está siendo remodelado continuamente por la actividad

celular. El remodelado óseo se inicia con un aumento de la actividad

osteoclástica. Los factores o mecanismos por los que se activan los

osteoclastos no son del todo conocidos. Esta fase de resorción dura unos 10

días, y es seguida por una fase de reversión en la que los osteoclastos dejan

paso a los osteoblastos que ocupan la laguna de resorción. Comienza entonces

la fase de formación ósea, en la que los osteoblastos acumulados en el foco

.5-
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resortivo se replican y producen hueso nuevo, fase que dura normalmente varios

meses [18,19].

Este mecanismo, aunque de especial relevancia en la fisiología

ósea, no desempeña un papel importante en la homeostasis cálcica en

condiciones fisiológicas.

El otro mecanismo de intercambio de calcio entre el hueso y el

fluido extracelular, es probablemente más importante para la regulación de la

homeostasis cálcica, pero es un mecanismo menos conocido que el del

remodelado. El hecho de que la concentración de calcio en el fluido óseo (0.5

mmol/l) sea menor que la del plasma sugiere que hay un flujo constante de

iones de calcio hacia fuera del hueso [17].

1.1.2.3 Riñón

En un adulto sano medio, aproximadamente 10 g de calcio atraviesan

los glomérulos cada día, reabsorbiéndose el 97-98% de esta carga filtrada, a

lo largo de las diferentes porciones del túbulo renal [8,20-23]. El control

renal del calcio extracelular tiene lugar a dos niveles: glomerular y tubular.

1.1.2.3.1 Filtración glomerular

Como ya se ha mencionado, en el glomérulo se filtra cada día

aproximadamente el 1% del total del calcio corporal, lo que equivale a todo

el calcio que se encuentra fuera del esqueleto. Este proceso no está

probablemente regulado por hormonas, aunque puede alterarse en algún grado por

variaciones del flujo sanguíneo renal, y éste a su vez parece estar influido

por la PTH [24,25].

-6-
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1.1.2.3.2 Transporte tubular

Como ya se ha citado, del total del calcio filtrado en

glomérulo, el 97-98% es reabsorbido a lo largo de los diferentes segmentos

túbulo renal. Así, se ha comprobado que el 60-65% del calcio filtrado

reabsorbe en el túbulo proximal, el 20-25% en la rama ascendente del asa

Henle, el 10% en el túbulo distal y el resto en el túbulo colector (figura

[26,27].

Superficial

Calcio 100
luminal

remanente
(% carga filtrada)

75

50

25—

o--

Prox ¡mal Asa Distal Orina

Figura 2: Reabsorción de calcio, representada como porcentaje de

la carga filtrada, a lo largo de la nefrona.

el

del

se

de

2)
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En el túbulo proximal, la permeabilidad paracelular para el calcio

es muy elevada, y es similar a la del sodio. La reabsorción de sodio y de agua

mediante una ruta paracelular genera energia suficiente para arrastrar cierta

cantidad de calcio. En estudios con túbulo contorneado proximal de conejo

aislado y perfundido, no se ha podido detectar ningún transporte neto de

calcio en condiciones en las que se habían reducido al mínimo los gradientes

electroquímicos y la carga de solutos [28]. También se ha encontrado un

transporte activo de calcio en el túbulo proximal, inhibible por ouabaína y

en ausencia de sodio, lo que implica la existencia de un intercambio Na+/Cah

en este segmento de la nefrona [29]. Se ha descrito actividad ATPasa

dependiente de calcio localizada en la membrana basolateral del túbulo

proximal, así como la posible influencia de la PTI-< o de otros factores sobre

este proceso de transporte activo de calcio en esta porción del túbulo renal

[30-32].

No se ha encontrado un transporte neto de calcio significativo en

las ramas descendente y ascendente delgada del asa de Henle [33,34]. En la

rama ascendente gruesa del asa de Henle, el mecanismo de reabsorción del

calcio no está totalmente aclarado, pero parece que el componente principal

es un flujo pasivo impulsado por la diferencia de potencial transepitelial

(lumen-positivo) generado par la reabsorción activa de ión cloruro en este

segmento de la nefrona [35]. Este mecanismo se inhibe por acción de la

furosemida.

En el túbulo distal el calcio se reabsorbe mediante un mecanismo

activo en contra de un gradiente electroquímico. Este transporte de calcio

está regulado por la PTH y probablemente también por el 1,25-(OH)2-D, y es

independiente del sodio [36-38].

-8-
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El túbulo contorneado distal no es una estructura homogénea, ya

que se compone de cuatro segmentos, que pueden variar entre las diferentes

especies. El más importante de ellos, en lo que a la modulación del transporte

de calcio se refiere, es el llamado granular, donde se han detectado

receptores para PTH acoplados a adenilato ciclasa, aunque no está claro si los

efectos renales de esta hormona están mediados únicamente por la acción del

AMP cíclico (AMPc) [39].

Por último, el túbulo colector ejerce un papel secundario en la

regulación de la excreción de calcio en comparación con el túbulo distal. La

porción más proximal tiene un epitelio granular similar al del túbulo distal,

que transporta calcio y responde a la PTH y al 1,25-(OH)2-D. La parte más

distal, por el contrario, es impermeable al calcio [40,41].

1.1.3 Mecanismas celulares de transporte de calcio

El transporte transcelular de calcio en el túbulo renal supone

tres pasos: entrada en la célula a través de la membrana luminal, difusión a

través de la célula hasta la zona basolateral y salida a través de la membrana

basolateral hacia el espacio extracelular (figura 3).

Se asume que la concentración de calcio iónico en el fluido

tubular es 0.5-1 mmol/l, y la citosólica en la célula epitelial, es 0.1-0.3

umol/l; aunque la concentración de calcio intracelular total es

aproximadamente 0.5 mmol/l, estando secuestrado la mayoría en varios orgánulos

intracelulares, o ligado a proteinas citosólicas y a otros iones. Esta gran

diferencia en las concentraciones de calcio iónico entre ambos compartimentos,

determina la existencia de un gradiente químico favorable a la entrada de

calcio al interior de la célula desde la luz del túbulo renal; movimiento

.9-
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BASOLATERAL

1
-70 mV

1
CaZ

0.1-0.3 tiM
Ca2

0¾
0.5-1 mM

GRADIENTE
E LECT ROCU IM lOO

Ca
2 PL

N

MIT

HCa2

Ca2’

CaBP

2Na’ —4.---

ATP

ADP~PTV
Figura 3: Transporte de calcio en la célula epitelial intestinal

y renal. CaBP: proteína ligadora de calcio. MIT: mitocondria. PL:

fosf o lípidos de membrana. RE: retículo endoplásmico.

facilitado por la electronegatividad del interior celular frente al lumen (-40

a -70 mv) y potenciado por un transporte de sodio de forma similar al

transporte de azúcares y aminoácidos [42]. Este paso de entrada de calcio en

la célula renal se produce por la unión del catión a la cara externa de la

membrana celular, mediante fosfolípidos acidicos, y posterior transiocación

a la cara citosólica de la membrana plasmática [43,44]. Se han sugerido otros

mecanismos para la entrada de calcio en la célula del túbulo renal a través

de la membrana luminal; entre ellos, diferentes tipos de canales dependientes

o no de voltaje, y sensibles o no a PTH o a nitrendipina y diltiazem [45,46].

LUMINAL

AlT ADP.P
RE

SNa

O
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Una vez que el calcio ha entrado en la célula, y para mantener su

concentración citosólica de 0.1-0.3 gmol/l, debe difundir a través del citosol

antes de ser exportado hacia el torrente circulatorio a través de la membrana

basolateral y/o debe ser captado por orgánulos intracelulares (mitocondria,

retículo endoplásmico, etc).

Un papel importante en este proceso de difusión del calcio a

través de la célula epitelial lo desempeña una CaBP, detectada tanto en

intestino como en riñón [15,47]. Bronner y cols. [13] han observado que el

transporte activo de calcio en el duodeno varia de manera lineal al variar el

contenido de CaBP. Algo similar podría ocurrir en la célula epitelial del

túbulo renal con la CaBP renal (CaBPr). Se ha calculado que el calcio podría

difundir en el espacio citosólico en presencia de la CaBPr a una velocidad 30

veces superior que en ausencia de esta proteína [48].

La CaBPr es una proteína similar a la calmodulina capaz de unir

cuatro moles de calcio por cada mol de CaBPr y cuya expresión depende del

1,25-(OHfl-D [49]. En el riñón de rata, se ha localizado únicamente en el

túbulo contorneado distal [50].

Dos orgánulos intracelulares también participan en el control del

calcio citosólico: la mitocondria y el retículo endoplásmico. La mitocondria

tiene la capacidad de tamponar grandes cantidades del catión al acomplejarlo

con otros iones (fosfato, carbonato, etc) en el interior del orgánulo. La

captación de calcio por la mitocondria está facilitada por un gradiente

eléctrico producido por la salida de protones del orgánulo [51]. Por otra

parte, en el retículo endoplásmico se ha localizado una AlPasa dependiente de

calcio y magnesio, de alta afinidad y baja capacidad [52].

—11—
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Una vez que el calcio ha difundido a través del citoscíl, debe ser

exportado a través de la membrana basolateral en contra de un gradiente

electroquímico. A este nivel actúan dos mecanismos: una ATPasa dependiente de

calcio y magnesio y un antiportador que intercambia sodio por calcio.

En membranas basolaterales de corteza renal de rata y en túbulos

renales de conejo, se ha identificado una CaZ,Mg2*~ATPasa, con alta afinidad

para el calcio aunque con baja capacidad [30,53-55]. En túbulos de conejo, la

mayor actividad enzimática se encontró en el túbulo contorneado distal y en

el túbulo colector cortical; intermedia en el túbulo contorneado proximal y

en la rama ascendente gruesa medular del asa de Henle; y la mínima actividad

en el túbulo proximal recto, en la rama ascendente gruesa cortical del asa de

Henle y en el túbulo colector medular [30]. Empleando anticuerpos monoclonales

para la CatMg2~-ATPasa de eritrocito humano, Rorke y cols. [50,56] han

encontrado cantidades significativas de esta enzima sólo en la membrana

basolateral del túbulo contorneado distal de varias especies animales. Estos

resultados sugieren que esta actividad en otros segmentos de la nefrona es muy

baja o no existe, o que no está localizada en la membrana basolateral, o bien

que la enzima de estos segmentos es inmunológicamente diferente de la de

eritrocito humano. De hecho, se han caracterizado dos Ca2~-ATPasas insensibles

a vanadato e independientes de magnesio en preparaciones de membrana

basolateral de corteza renal de rata [57]. Una es una forma de baja afinidad

y alta capacidad, y la otra es una forma de alta afinidad y baja capacidad.

Esta última es más probable que actúe a concentraciones fisiológicas de calcio

citosólico.

La capacidad de transporte de la Ca2,Mg2-ATPasa de la membrana

plasmática renal parece suficiente para efectuar el transporte de calcio
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medido en el túbulo distal [58]. Así, Doucet y Katz [30] han encontrado en

túbulo contorneado distal de conejo una actividad enzimática de

aproximadamente 8 pmol calcio/mm/mm de túbulo, valor que concuerda con el

flujo unidireccional del catión determinado por Imai en conejo [59], o por

Costanzo y Windhager en rata [36].

En el túbulo proximal, parece que existe una relación inversa

entre la reabsorción de sodio y el calcio intracelular, de tal modo que cuando

aumenta este último, se reduce la primera [60]. Aunque no cabe la menor duda

de la existencia de un proceso de intercambio Na’/Ca2~ en la membrana

basolateral del túbulo proximal y distal, su papel en la regulación del

transporte de calcio no está claro [54,61-63].

La naturaleza del movimiento paracelular de calcio en la nefrona

no se conoce totalmente. La proporción de la reabsorción de calcio que se

realiza por vía paracelular es casi el 70% del total del movimiento

transepitelial de calcio, y se local iza en porciones proximales de la nefrona,

a través de las uniones intercelulares con sus complejos lipoproteicos [21].

1.1.4 Regulación de la homeostasis del calcio

Como ya hemos mencionado, la homeostasis del calcio está regulada

por una serie de hormonas sistémicas, PTH, 1,25-(OH)
2-D y CT, cuya secreción

está a su vez influenciada por la concentración de calcio plasmático. Además

de estas hormonas, hay una serie de factores que pueden afectar a la

homeostasis cálcica pero cuyos niveles circulantes, por el conttario, no se

ha demostrado que estén influenciados directamente por la concentración de

este catión [64].
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1.1.4.1 Parathormona

La PTH es una hormona polipeptidica, de 84 aminoácidos en su forma

madura, sintetizada y secretada por las células principales de las glándulas

paratiroideas [65].

La actividad biológica de la PTH está contenida en los primeros

34 aminoácidos de la región amino- (N-) terminal [66]. Sin embargo,

recientemente, se ha sugerido que un fragmento carboxi- (C-) terminal estirnula

la fosfatasa alcalina en células osteoblásticas a través de un receptor

diferente al del extremo N-terminal [67].

La señal principal para la secreción de la PTH es la concentración

del calcio en el fluido extracelular. La disminución de dicha concentración

provoca la síntesis y secreción de la hormona, mientras que el aumento del

calcio extracelular es responsable de una menor secreción de PTH. Otros

factores que afectan también a la secreción de esta hormona son los agonistas

adrenérgicos, las prostaglandinas de la serie E, el magnesio y los metabolitos

de la vitamina D. La secreción de PTH se inhibe por la hipomagnesemia severa

crónica y el 1,25-(OH)2-D [68].

El papel fundamental de la PTI-I es la elevación del calcio

extracelular, que se consigue mediante su acción sobre el riñón, el hueso, y

de manera indirecta sobre el intestino, a través del estimulo de la síntesis

renal de 1,25-(OH)2-D (figura 4) [64].

Sobre el riñón, el efecto de la PTH consiste en aumentar la

reabsorción tubular de calcio en el túbulo distal. Al mismo tiempo, esta

hormona inhibe la reabsorción tubular de fosfato y de bicarbonato en el túbulo

proximal. Por último, la PTH estimula la actividad de la la-hidroxilasa renal,

aumentando la síntesis del 1,25-(OH>2-D [24].
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¡Ca8

+
1 PTH — la-hidroxilasa

1 ___

1 1,25-<OHh-D

__ _ ~1
Resorción Reabsorcióntubular Absorciónósea renal intestinal

lOa8

Fi9ura 4: Sistema hormonal regulador de la homeostasis cálcica.

Cas: calcio sérico. PTH: parathormona. 1,25-1§OH),-D: 1,25-
dihidroxicolecalciferol.

El efecto de la PTH sobre el hueso es complejo y aún no está

totalmente aclarado. La administración crónica de la hormona produce un

aumento del número de osteoclastos y de su actividad; sin embargo, cuando se

administra una única dosis diaria, se produce un aumento de la formación del

hueso. Además, el aumento de la resorción ósea parece producirse por la

mediación de células de estirpe osteoblástica [69].
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1.1.4.2 Vitamina D

Los metabolitos de la vitamina D son compuestos esteroideos

derivados del ergosterol de los vegetales que se ingiere en la dieta, o

sintetizados en la piel a partir del colesterol por exposición de las células

epidérmicas a la luz ultravioleta [14]. El colecalciferol así producido sufre

una primera hidroxilación en posición 25 en el hígado, y posteriormente una

segunda hidroxilación en posición 1, principalmente en el riñón, originando

el metabolito activo, e) 1,25-(OH)2-D mediante la enzima la-hidroxilasa, que

se localiza mayoritariamente en la mitocondria del túbulo proximal [70].

Diversos trabajos apoyan la existencia de síntesis extrarrenal de 1,25-(OH)2-

O, por parte de células del sistema inmune, que puede ser la causa de la

hipercalcemia asociada a ciertas patologías [71].

Los principales estimuladores de la actividad Ia-hidroxilasa son

los niveles altos de PTH y la hipofosfatemia. Otros estímulos son los niveles

bajos de calcio sérico, la deficiencia de vitamina D, la CT, la hormona del

crecimiento, la prolactina y los estrógenos. La actividad de la lo-hidroxilasa

se inhibe por el 1,25-(OH)2-D, la hipercalcemia y la paratiroidectomia [72].

El efecto principal del ],25-(OH)2-D es regular la homeostasis

fosfo-cálcica a nivel intestinal, donde aumenta la absorción de calcio y de

fosfato por un mecanismo activo, y sobre el hueso, donde aumenta la resorción

mediante diferenciación de células progenitoras en osteoclastos multinucleados

maduros [14]. El efecto global parece ir encaminado a proporcionar una

cantidad de calcio y fósforo suficiente en el lugar de remodelado, para la

adecuada mineralización del hueso recién formado [73].

Por otra parte, el 1,25-(OH)2-D parece tener acciones directas

sobre el riñón regulando su propia síntesis, aumentando la del 24,25-(OH)~-O,
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metabolito de la ruta de degradación de la vitamina 0, y colaborando con la

PTH en aumentar la reabsorción tubular de calcio mediante el estimulo de la

síntesis de la CaBPr [70].

1.1.4.3 Calcitonina

La CT es una hormona peptidica sintetizada en las células

parafoliculares de la glándula tiroides, y cuya síntesis y secreción está

regulada por la concentración de calcio del liquido extracelular. Además, la

CI es liberada en respuesta a hormonas gastrointestinales, como la gastrina,

la secretina, el glucagón y la colecistoquinina-pancreozimina [74].

El papel biológico de la CT no se ha precisado completamente.

Inhibe la resorción ósea de manera aguda, rápida y eficaz [75]. Actúa sobre

los osteoclastos produciendo un aumento de la generación de AMPc y la

contracción de su membrana celular [76,77]. Sin embargo, estos efectos no

parecen tener un papel importante en la regulación de la homeostasis crónica

del calcio, ya que pacientes sin tiroides o con tumores secretores de CT

(carcinoma medular de tiroides) no presentan anomal las ni en los niveles de

calcio sérico ni en estudios de histomorfometría ósea. Se ha sugerido que la

acción de la CT podria estar relacionada con la protección del organismo

frente a la hipercalcemia postprandial.

1.1.4.4 Otros factores reguladores de la hoineostasis

del calcio

Existen una serie de factores que afectan a la homeostasis del

calcio pero que no están bajo el control de su concentración extracelular y

no parecen ser determinantes de la misma. Entre ellos podemos señalar varias
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hormonas sistémicas como las hormonas tiroideas, los glucocorticoides y los

esteroides sexuales. Además, ciertos factores liberados por células del

sistema inmune se han relacionado con la homeostasis cálcica, sobre todo por

su acción sobre el remodelado óseo e incluso se han implicado en ciertas

situaciones de hipercalcemia. Es el caso de la interleucina-1 (IL-1), el

factor de necrosis tumoral (TNF), ciertas prostaglandinas y factores

transformantes del crecimiento (EF), de los que se hablará más adelante.

1.2 Hipercalcemia

Los primeros métodos para determinar los niveles de calcio sérico

aparecieron en los años 20, reconociéndose casi inmediatamente que la

hipercalcemia solía asociarse a pacientes con cáncer [78]. Con la introducción

de los autoanalizadores en los años 70, la medida del calcio sérico se hizo

rutinaria, surgiendo la hipercalcemia como una anomalía relativamente común.

Las neoplasias constituyen la segunda causa de hipercalcemia después del

hiperparatiroidismo primario en la población general y la primera en pacientes

hospitalizados [79]. Otras causas de hipercalcemia, como el hipertiroidismo,

la inmovilización o la intoxicación por vitamina D, son mucho menos comunes

y afectan aproximadamente al 10% de todos los pacientes con hipercalcemia

[80].

La hipercalcemia ocurre en el 5-10% de los pacientes con cáncer,

en el estadio tardío del desarrollo tumoral. El carcinoma de pulmón es el

tumor más comúnmente asociado con hipercalcemia, aunque no todos los

carcinomas de pulmón cursan con esta anomalía. El carcinoma de mama, los

tumores hematológicos y los del tracto genitourinario también se asocian

frecuentemente con hipercalcemia. Por el contrario, algunos tumores
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frecuentes, como el carcinoma de colon, casi nunca se asocian con

hipercalcemia, y existen otros muy poco frecuentes asociados casi siempre a

hipercalcemia, como el colangiocarcinoma <tumor de vesícula biliar) y el

VIPoma (tumor pancreático secretor de polipéptido vasoactivo intestinal) [81].

aumento reí

reabsorción

disminuida

1.2.1 Fisiopatología

En la enfermedad maligna, la hipercalcemia se produce por un

ativo de la resorción ósea sobre la formación y/o un aumento de la

tubular de calcio. La absorción de calcio por el intestino está

en la mayoria de los casos.

Desde un punto de vista fisiopatológico, la hipercalcemia tumoral

se puede dividir en dos grandes grupos: uno con afectación ósea,

distinguiéndose los tumores sólidos con numerosas metástasis esqueléticas y

los tumores de tipo hematológico que se localizan en la médula ósea; y otro

grupo que incluye los tumores sólidos sin metástasis esqueléticas asociadas

o con muy escaso número de ellas.

1.2.1.1 Hipercalcemia por osteolisis local

El primer tipo de hipercalcemia tumoral descrito fue la

hipercalcemia por osteolisis local [82]. Los tumores más comúnmente asociados

a este mecanismo son el cáncer de mama, el mieloma múltiple o el linfoma. Se

cree que la hipercalcemia en estos casos es el resultado del aumento de

resorción ósea por los osteoclastos, mediado por factores secretados por las

células malignas en el hueso. Así, en el mieloma múltiple hay evidencia de que

las células plasmáticas malignas que se encuentran en la médula ósea secretan

linfotoxina (TNFB). y esta línfotoxina activa los osteoclastos adyacentes
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[83]. De forma similar en el linfoma, la IL-1 parece estar implicada en la

estimulación de la resorción ósea por los osteoclastos [84]. En el caso del

cáncer de mama, el mediador osteolítico puede estar entre las citocinas

mencionadas anteriormente, además de la prostaglandina E~, y/o de otros

factores no del todo conocidos [85]. Finalmente, también hay evidencias de

resorción ósea directa por células mononucleares y por células tumorales de

mama [85,86].

1.2.1.2 Hipercalcemia tumoral de origen humoral

En 1941, Albright describió el caso de un paciente con carcinoma

renal y una única metástasis ósea detectable, que presentaba hipercalcemia e

hipofosfatemia, sugiriendo que el factor causante de estas anomalías podría

ser la PTH o una molécula relacionada producida por el tumor [87]. La

naturaleza humoral del síndrome se confirmó posteriormente en series amplias

de pacientes en los que la hipercalcemia revertía al extirpar el tumor [88-

90].

Los tumores que se asocian más frecuentemente a este tipo de

hipercalcemia tumoral de origen humoral (HIN) son carcinomas epidermoides <de

pulmón, de cabeza y cuello, de ovario, etc) y carcinomas renales y

uroteliales. Ln el cáncer de mama, el 50% de los casos se asocia con HTH y en

la otra mitad el mecanismo es por osteolisis local debido a las numerosas

metástasis esqueléticas [81,88-90].

Los pacientes con HTH presentan, además de la hipercalcemia,

hipofosfatemia, aumento de la eliminación renal de fosfato y de AMPc

nefrogénico, concentraciones normales o disminuidas de PTH inmunorreactiva y

de 1,25-(OH)2-D y valores relativamente altos de excreción renal de calcio [90].
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Los exámenes óseos generalmente revelan la ausencia casi total de

metástasis esqueléticas en los pacientes con HTH [90]. Por hístomorfometria

cuantitativa, se observa un aumento del número de osteoclastos y una

disminución del número de osteoblastos y de otros parámetros de formación

ósea, desacoplamiento que no se detecta en el hiperparatiroidismo primario

[91].

1.2.2 Factores implicados en la fisiopatología de la

hipercalcemia tumoral de origen humoral

1.2.2.1 Proteína relacionada con la parathormona

La observación de que la excreción urinaria de AMPc nefrogénico

está elevada en pacientes con HTH, sugería que el posible factor tumoral

hipercalcemiante interaccionaba con el receptor para la PTH acoplado a la

adenilato ciclasa en el túbulo renal [90]. Además, este hecho predecía que los

ensayos de adenilato ciclasa sensible a PTH en células renales y óseas o en

membranas de estas células, podrian ser útiles en la detección y purificación

de dicho posible factor hipercalcemiante.

En 1983, tres grupos demostraron que extractos de tumores

asociados con HTH contenían una actividad estimuladora de la adenilato ciclasa

(ACSA) similar a la PTH [92-94]. El factor responsable de la ACSA derivada de

tumores asociados con HTH era inmunológica, funcional y químicamente distinto

de la PTH o de sus precursores biosintéticos [92,95].

En 1987, se completó la purificación a homogeneidad del factor

responsable de la ACSA asociada a la HTH, una proteína de peso molecular

16000-18000 dalton [96-99]. Los tumores de los que se purificó tal factor

incluían uno de mama, uno renal y dos epidermoides de pulmón asociados con HTH.
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La secuencia aminoacídica completa de esta proteína relacionada

con la PTH (PTHRP) se ha deducido de su cDNA (figura 5) [100-102]. Asi, se ha

encontrado que la PTHRP y la PTH presentan homología sólo en la región N-

terminal, donde ocho de los trece primeros residuos son idénticos. Este

dominio homólogo incluye una región de la molécula que es necesaria para la

activación del receptor de la PTH [103]. Más allá de esta zona, las secuencias

de PTHRP y de PTH difieren completamente.

Comparada con la PTH, de 84 aminoácidos, la PTHRP es

considerablemente mayor. En el humano existen tres isoformas, de 139, 141 y

173 aminoácidos, cuyas secuencias son idénticas hasta el residuo 139. Estas

isoformas surgen por procesamiento alternativo de tres diferentes mRNAs, cuya

expresión depende del tejido de que se trate [104]. La proporción en que se

secreta cada una de ellas y su importancia relativa en la fisiología normal

o en la fisiopatología de la I-ITH, son desconocidas.

La PTHRP humana está codificada por un gen con una única copia

localizado en el brazo corto del cromosoma 12. Incluye dos promotores, ocho

exones y presenta varias posibilidades alternativas de procesamiento [105-

107]. Además del humano, se han obtenido cDNAs para PTHRP de rata, ratón y

pollo [108-110]. Contrariamente al gen de la PTHRP humana, los productos de

estas otras especies no presentan procesamientos alternativos, sino que en

cada una de ellas hay un mRNA predominante que codifica moléculas de 141

residuos para la rata, y de 139 para el ratón y el pollo. Las secuencias

deducidas de los cUNA de estas especies presentan gran homología con la humana

en la mayor parte de la molécula, lo que sugiere que la PTHRP tiene una

funcionalidad importante, conservada a lo largo de la evolución (figura 5).
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Figura 5: Comparación de las secuencias ami noacídicas de PTHRP y

PTH de humano (h), rata (r) y pollo (p),

respectivos cDNA.

El gen de la PTHRP se expresa en una amplia variedad de tejidos

normales, endocrinos y no endocrinos, en el embrión y en el individuo adulto.

Entre ellos se incluyen tejidos tan diversos como la glándula paratiroides,

la pituitaria, la glándula mamaria, el sistema nervioso central y la piel

Aunque el papel de la PTHRP en estos tejidos no se ha

establecido aún, una posibilidad es que regule los flujos de calcio celular.

Por ejemplo, se ha sugerido que la PTHRP podría controlar la transferencia de

hPTHRP
rPTHRP
pPTHRP
hPTH
rPTH
pPTH

hPTHRP
rPTHFlP
pPTHRP
hPTH
rPTH
pPTH

hPTHRP
rPTHRP
PPTHRP

deducidas de sus
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calcio a la leche durante la lactancia [111]. También se ha descrito un efecto

de la PTHRP en el transporte de calcio en la placenta [112]. En el cerebro,

la PIHRP se localiza en neuronas que contienen gran cantidad de canales de

calcio y que también presentan niveles altos de proteína kinasa C sensible a

calcio [113]. En queratinocitos epidérmicos (células normales emparentadas con

los carcinomas epidermoides productores de PTHRP y asociados frecuentemente

a HTH), la PTHRP parece estar implicada en su diferenciación [114].

La síntesis química y recombinante de péptidos con diferentes

secuencias de la molécula de PTHRP ha permitido el estudio de su bíoactividad.

Como era de esperar por la homología con la secuencia de la PTI-¡ en la región

N-terminal, los péptidos de la PTHRP que incluían esta zona reproducían la

bioactividad de la PTH, incluyendo: la estimulación de la adenilato ciclasa

en membranas renales y en osteoblastos, la producción de hípercalcemía ‘ in

vivo’, la estimulación de la resorción ósea in vitro” y la estimulación de

la actividad la-hidroxilasa renal [115-119]. Además, la PTHRP parece unirse

a receptores renales y óseos indistinguibles de los de la PTH [120,121]. Sin

embargo, la proteína nativa de 141 aminoácidos de la PTHRP humana presenta

actividades únicas no compartidas por la PTH, como la transformación de

células normales de riñón y la síntesis de fibronectina por fíbroblastos

humanos [122]. Recientemente, se ha encontrado que la secuencia 107-111 de la

región C-terminal de la PTHRP es un inhibidor potente de la resorción ósea

mediada por los osteoclastos [123].

Hasta ahora, se conoce poco sobre la forma o formas en que se

secreta y circula la PTHRP [124-126]. Dada la diversidad de tejidos que la

producen, la evidencia de un patrón de expresión específico de tejido y el

número de sitios potenciales de procesamiento a lo largo de la molécula, se
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puede pensar en la existencia más que probable de una familia de PTHRPs.

En los últimos años se han desarrollado varios inmunoensayos

capaces de medir los niveles de PTHRP en plasma, suero y orina. Los ensayos

detectan diversas regiones de la molécula, obteniéndose concentraciones

diferentes dependiendo de la especificidad de los anticuerpos empelados [127-

132]. Independientemente del método utilizado, los niveles circulantes de

PTHRP están elevados en pacientes con HTH, siendo indetectables o cercanos a

los limites de detección en sujetos normales. Además, hay evidencias de que

los fragmentos N- y C-terminales de la PTHRP circulan separadamente en

pacientes con HTH, y de que estos últimos se acumulan en pacientes con

insuficiencia renal [125,132,133].

1.2.22 Factor transformante del crecimiento tipo a

Los tumores sólidos producen polipéptidos responsables del

mantenimiento del fenotipo transformado. Uno de éstos, el TGFa, es similar al

factor de crecimiento epidérmico y se une a su receptor, activándole [134].

El TGFa es un potente estimulador de la resorción ósea ‘in vitro”, con efectos

que son incluso más potentes que los de la PTH. También se ha visto que

estimula la resorción ósea y produce hipercalcemia en ratones ‘in vivo”

[135,136].

Existen evidencias de la producción simultánea de TGFa y PTHRPpor

algunos tumores [137]. Debido a que el TGFa puede ser producido por los mismos

tumores que producen PTHRP, probablemente también afecta a la homeostasis

cálcica y esquelética en pacientes con estos tumores. El TGFa actúa sobre

células osteoblásticas inhibiendo la respuesta de la adenílato cíclasa a la

PTH y a la PTHRP [138].
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1.2.2.3 Factor de necrosis tumor-al

El TNF es una citocina potente resorbedora de hueso, sintetizada

por macrófagos activados, que estimula la formación de osteoclastos y activa

los ya maduros. Sus efectos sobre el metabolismo óseo son similares a los del

TGFa, y se ha comprobado que produce hipercalcemia “in vivo’ [139,140].

Cierto número de tumores sólidos tienen la capacidad de producir

o estimular la producción de TNF por las células normales del huésped [141].

Células tumorales que se han hecho productoras de TIff por transfección de

cDNA, al ser inoculadas en ratones producen un síndrome hipercalcémico

asociado a resorción ósea elevada y a altas concentraciones circulantes de TNF

[142].

La interacción entre factores tumorales osteolíticos, como la

PTHRP, con el TNF producido por las mismas células tumorales o por las células

del huésped en respuesta a la presencia del tumor, podría coadyuvar a la

hipercalcemia tumoral [143].

1.2.2.4 Interleucina-1

La IL-1 es otro potente factor estimulador de la resorción ósea,

con otras muchas acciones biológicas sobre una gran variedad de tejidos [144-

146].

Cuando se infunde en ratones normales, la IL-1 causa hipercalcemia

y aumento de la resorción ósea, asociada a un incremento del número de

osteoclastos y de sus precursores [147,148].

En tumores sólidos asociados con HTH también se ha observado

producción de IL-1 [149]. La IL-1 parece ejercer un efecto sinérgico junto a

PTH y PTHRP sobre la resorción ósea [150,151]. En el riñón, la ¡[-1 estimula
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la reabsorción tubular de calcio, causando hipercalcemia en ratas

tiroparatiroidectomizadas [152]. Por el contrario, también se ha encontrado

una acción inhibitoria de la IL-1 sobre el incremento de la reabsorción

tubular de calcio inducido por la PTHRP en la rata [153].

1.2.2.5 Otros factores

Además de los factores descritos anteriormente, hay otros

productos tumorales que pueden causar hipercalcemia. Bringhurst y cols. [154]

identificaron un factor distinto de la PTHRP o del TGFa producido por células

de melanoma humano en cultivo, que causaba un aumento de la resorción ósea “in

vitro”. Este tumor implantado en ratones atimicos causaba hipercaicemia.

Recientemente, un análogo de la 1,25-(OH)~D, al parecer el

1,24(R)-(OH),-D, que causa resorción ósea en cultivos de hueso, se ha

encontrado en suero de un paciente con un carcinoma microcítíco de pulmón

E 155].

Inicialmente, las prostaglandinas se propusieron como posibles

mediadores de la HTH [156]. Sin embargo, ahora parece improbable que

desempeñen un papel importante en la HIEl. Así, aunque la producción de

prostaglandinas ha sido demostrada en varios modelos animales de HTH, estas

sustancias deben ser infundidas o inyectadas en grandes cantidades para

producir hipercalcemia “in vivo” [157]. Además, el tratamiento con inhibidores

de la síntesis de prostaglandinas no ha sido útil en el tratamiento de ningún

tipo de hipercalcemía tumoral [158].

1.2.3 Modelos animales de hipercalcemia tumaral de origen humoral

Los modelos animales de hipercalcemia tumoral son de gran utilidad
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para la caracterización de los mecanismos patogénicos responsables de la

hipercalcemia y para el ensayo de nuevas pautas terapéuticas de este sindrome.

La mayoria de estos modelos corresponden a HTH [159].

En todos los modelos animales de HTH se ha podido demostrar un

aumento de la resorción ósea mediada por los osteoclastos. Sin embargo, no se

sabe con certeza el papel que desempeñan los compartimentos intestinal y renal

en el desarrollo de la hipercalcemia asociada a estos tumores.

La mayoría de los modelos animales de HTH tienen características

similares a la HTH humana, como hipercalcemia, hipofosfatemia, disminución de

la reabsorción tubular de fosfato, aumento de la eliminación renal de AMPc y

supresión de la secreción de PTH.

1.2.3.1 Fibrosarcoma HSDN de ratón

Este tumor produce hipercalcemia paralelamente a un aumento de las

concentraciones séricas de prostaglandina E2 (PGE2) [160]. En el medio de

cultivo de células de este tumor se ha demostrado la existencia de actividad

estimuladora de la resorción ósea junto con concentraciones elevadas de PGE~.

Tanto la actividad de resorción ósea como los niveles de PGE2 y la

hipercalcemia disminuyen con el tratamiento con indometacina. Parece por

tanto, que en este modelo la hipercalcemia se debe a la producción de PGE2 o

de algún metabolito relacionado.

1.2.3.2 Carciriosarconia VX-2 de conejo

El tumor VX-2 también se asocia con hipercalcemia y síntesis de

PGE~, tanto “in vivo” como “in vitro”, aunque no parece ser ésta la causa de

la hipercalcemia sino un aumento en la absorción intestinal de calcio [161].
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1.2.3.3 Tumor de células de Leydig de rata

El tumor testicular de células de Leydig es un tumor espontáneo

y transpíantable que produce un sindrome de HTH en la rata portadora

[162,163]. En este modelo tumoral existe un aumento de la resorción ósea y un

componente renal coadyuvante de la hípercalcemia [164,165]. Las células del

tumor de Leydig producen factores con actividad de TGFs, estimuladores de la

resorción ósea y de la adenilato ciclasa renal y ósea [137,166].

1.2.3.4 Carcinosarcoma de Walker 256 de rata

Este tumor mamario desarrollado espontáneamente en la rata, tiene

una variante normocalcémica y otra hipercalcémica. Esta última se asocia con

características de HTH [167,168]. La variante hipercalcémica del tumor de

Walker 256 (W256> produce un factor activador de la resorción ósea [169].

Además, este tumor sintetiza también un factor que estimula la adenilato

ciclasa renal y osteoblástica, inhíbible por antagonistas de la PTH [93].

Estudios con inhibidores de la resorción ósea sobre la

hipercalcemia y la hipercalciuria de ratas portadoras del tumor W256, sugieren

la existencia de un componente renal coadyuvante de la hípercalcemia en este

modelo tumoral [170,171].

1.2.3.5 Otros modelos animales de hipercalcemia

tumoral de origen humoral

Además de los descritos, existen otros modelos animales de HTH que

también son objeto de atención.

En el perro se ha estudiado un linfosarcoma y el adertocarcinoma

de glándula apocrina de saco anal. Ambos tienen caracteristicas de HTH. En el
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caso del adenocarcínoma, el síndrome hipercalcemiante parece estar mediado por

la PTHRP [172,173].

El carcicoma de mama CE es un tumor humano transpíantable que

produce hipercalcemia, aumento de la resorción ósea y neutrofilia en el ratón

portador [174]. La hipercalcemia se asocia con un aumento de la excreción

urinaria de hidroxiprolina y de AMPc.

El carcinoma epidermoide inducido por dímetílbenzantraceno en piel

de ratón produce un factor que interacciona con los receptores renales de la

PTH. Los animales portadores del tumor presentan hipercalcemia con aumento de

la resorción ósea [175].

Varios tumores humanos que se asocian con HTH se han implantado

y desarrollado en ratones atimicos reproduciendo el sindrome de HTH [176,177].

Sin embargo, se han encontrado diferencias en cuanto a los niveles de 1,25-

(OH),-D, que estando disminuidos en el paciente humano del que procede el

tumor, son elevados en el animal portador. Las causas de esta discrepancia se

atribuyen a factores reguladores de la síntesis renal del 1,25-(Ol-i)~-D

dependientes de la especie animal, aún por determinar.
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Objetivos

1. Estudiar “in vivo” el papel del riñón en la génesis

de la hipercalcemia en ratas portadoras del

carcinosarcoma de Walker 256.

2. Estudiar la existencia de la PTHRP en extractos del

carcinosarcoma de Walker 256.

3. Estudiar ‘in vitro” el mecanismo del transporte de

calcio en el riñón de ratas portadoras del

carcinosarcoma de Walker 256.

4. Estudiar “in vitro” el efecto de la PTHRP sobre el

transporte de calcio en el riñón de rata.
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Materiales y Métodos

3.1 Trasplante de) tumor

Se utilizaron ratas Wistar hembras de 200-250 g de peso,

alimentadas con una dieta comercial estándar. Para los implantes, se

inocularon por vía subcutánea en el lateral derecho de los animales,

anestesiados previamente con éter, 0.2 ml (8-10 x 1O~ células> de una

suspensión resultante de homogeneizar tejido tumoral en suero salino (0.3

g/ml). El máximo desarrollo del tumor en estas condiciones se alcanza en un

período de 14-16 dias después del implante.

3.2 Estudios de balance metabólico

Para los estudios de balance metabólico, las ratas portadoras del

tumor ~‘¿256en diferentes estadios de crecimiento, o controles normales sin

implante, de la misma edad y sexo, se colocaron en jaulas metabólicas,

privándolas de alimento pero no de agua durante 18-24 horas. Tras este

intervalo, se extrajo sangre por punción intracardiaca bajo anestesia con éter

y se recogió la ovina excretada durante este tiempo.

En algunos animales se extirpó el tumor, también bajo anestesia

con éter, recogiéndose sangre antes y a las 24 horas de la cirugía, y la orina

excretada durante este tiempo. Dos dias antes de la operación, las ratas

fueron rehidratadas mediante la administración diaria de 5 ml de suero salino

por inyección intraperitoneal.

3.3 Análisis de parámetros bioquímicos

El calcio y el magnesio en suero y en orína se analizaron por

espectrofotometría de absorción atómica, en un espectrofotómetro Perkin Elmer

3056. La creatinina en suero y en orina se valoró por colorimetria, usando
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ácido picrico como agente precipitante [178]. La hidroxiprolina en orina se

midió por el método de Kivirikko [179]. El AMPc en orina se determinó mediante

análisis de competición proteica (Amersham International, Buckingamshire, GB).

Los diferentes parámetros en orina se expresaron como cociente frente a

creat ini na.

3.4 Análisis histológico

Para el estudio histomorfométrico se emplearon fémures de ratas

portadoras del tumor W256 y de ratas controles. Los fémures se fijaron en

alcohol 70%, se deshidrataron con concentraciones crecientes de acetona y se

incluyeron en metilmetacrilato de bajo peso molecular. Se realizaron cortes

de 5 gm de espesor mediante un microtomo tipo 1< de Jung, provisto de cuchilla

con filo de carburo de tungsteno (perfil HK2), que fueron teñidos con

hematoxilina-eosina y tricrómico de Golóner. Las medidas morfométricas se

realizaron mediante un sistema semiautomático integrado por un microscopio con

cámara clara y un tablero digitalizador conectado a un ordenador (Morphomat

30, Zeiss).

3.5 Aislamiento de la PTHRP del tumor de Walker 256

Para obtener los extractos se emplearon tumores de unos 12-14 días

de crecimiento. Todas las manipulaciones se realizaron en frío.

3.5.1 Extracto urea-HCl

El tejido tumoral se homogeneizó en Tris-HCl 0.1 mol/l, pH 7.4 (3

ml/g tejido), en un Potter de vidrio con pistón de teflón mediante 10 golpes

de 30 segundos a 2000 rpm, tras lo cual se centrifugó 15 minutos a 27000 x g
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en una centrífuga 32-21 (Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, CA, EEUU), con

rotor JA-20. El precipitado se extrajo durante una hora en agitación continua

con urea 8 mol/l, HCl 0.2 mol/l, cisteina 0.1 mol/l (2 ml/g tejido). A

continuación, el extracto se centrifugó de nuevo 15 minutos a 27000 x g. El

sobrenadante resultante se dializó durante una noche frente a 10 litros de

agua destilada, usando una membrana de 3500 dalton de corte molecular

(Spectra/Por 3, Spectrum Medical Industries, Los Angeles, CA, EEUU) y

posteriormente se liofilizó [92].

3.5.2 Extracto NaCí-etanol

El extracto urea-HCl liofilizado se resuspendió en ácido acético

10 mmol/l (1.8 ml/ml del extracto previo antes de liofilizar) y NaCí 0.1

mol/l. Manteniendo la suspensión en agitación continua, se añadió etanol

absoluto frío lentamente hasta una concentración final del 20%, agitando 15

minutos más. Transcurrido este tiempo, se centrifugó 15 minutos a 16000 x g.

El sobrenadante se liofilizó, almacenándolo a -20 C hasta su utilización

posterior [180].

3.5.3 Purificación de los extractos NaC1-etanol

El criterio de purificación de la PTHRP del tumor W256 fue la ACSA

renal (ver más adelante). El método de purificación empleado incluía un paso

de cromatografía de inmunoafinidad y otro de HPLC de fase reversa. Este método

ha demostrado ser rápido y eficaz cuando se ha empleado para purificar medios

biológicos que contenian cantidades bajas de PTHRP [181].

Se empleó una columna de inmunoafinidad, cedida amablemente por

el Dr. A.F. Stewart (Veterans Administration Medical Center, West Mayen, CT,
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EEUU>, preparada con anticuerpos de conejo contra PTHRP(1-36), ligados

covalentemente a proteína A-Sepharosa CL-48 (Pharmacia LKB Biotechnology,

Uppsala, Suecia) [181].

La capacidad de unión de la columna se caracterizó añadiendo 1 ml

de solución salina tamponada con fosfato ¿985: NaCí 150 mmol/l, Na2HPO, 10

mmol/l, pH 7.4) que contenía aproximadamente 10000 cpm de ‘
251-[Tyr3t]-PTHRP(1-

36) amida, en presencia o ausencia del mismo péptido frío. La columna se lavó

con RES conteniendo albúmina bovina <ESA) 0.1% y Triton X-100 0.1% (PBT>, y

posteriormente se eluyó con varias alícuotas de glicocola-HCl 200 mmol/l, pH

2.5 (glicocola-HCl). En ausencia de la PTHRP<1-36> fría, no apareció

radiactividad en los lavados con PBT; sin embargo, el 95% de las cpm se

recuperaban en los primeros 2 ml eluidos con glicocola-HCí.

La presencia de cantidades crecientes de péptido frío en el

volumen de carga de la columna resultó en proporciones cada vez menores de

radiactividad adsorbida inicialmente en la columna, de tal manera que el

trazador eluible con glicocola-HOl disminuyó del 95% en ausencia del péptido

frio, al 92, 48 y 36% en presencia de 1, 3 y 5 gg de [Tyr’6]-PTHRP(1-36) amida,

respectivamente.

El extracto NaCí-etanol se resuspendió en PES y se aplicó a la

columna de inmunoafinidad; ésta se lavó secuencialmente (5 ml cada vez) con:

PBT, RES; NaCí 150 mmol/l y, finalmente, glicocola-HCl. A las fracciones

eluidas con glicocola-HCl se les añadió ácido trifluoroacético (TFA) hasta una

concentración final del 0.1%, almacenándolas posteriormente a -Z&C.

Estas fracciones se repurificaron por HPLC, con una columna de

fase reversa Vydac (018, 4 x 250 mm>, eluida con un gradiente lineal de

acetonitrilo del 3D al 40% conteniendo TFA al 0.1%, a un flujo de 1 mí/mm
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durante 40 minutos. Se recogieron fracciones de 1 ml en las que se probó la

ACSA.

3.5.4 Electroforesis y análisis por transferencia western

Estas fracciones de HPLC que contenían la ACSA se agruparon, se

liofilizaron y una parte se aplicó a un gel de poliacrilamida-SDS (18 x 13 cm,

1.5 mmgrosor), con un gradiente de concentración de acrilamida dei 10 al 18%,

desarrollando la electroforesis bajo una corriente eléctrica constante de 40

voltios durante una noche a temperatura ambiente [182]. Las proteínas del gel

se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad, Richmond, CA, EEUU)

mediante una corriente eléctrica constante de 80 voltios durante 30 minutos

a 400. Para el análisis por transferencia western, se empleó BSA al 5% como

bloqueante de los sitios de unión inespecifica, un antisuero de conejo contra

PTHRP(1-74) [129] diluido 100 veces con PBS, como primer anticuerpo, y un

antisuero de burro anti-IgC de conejo con partículas de oro coloidal como

segundo anticuerpo (E.Y Labs, Inc. San Mateo, CA, EEUU) y un método de

detección que incluye un revelador y un intensificador (Janssen Products,

Olen, Bélgica) [181].

3.5.5 HPLC de exclusión molecular

Otra parte de las fracciones con ACSA tras la purificación por

I-IPLC de fase reversa, se analizó por HPLC de exclusión molecular. Para ello

se emplearon dos columnas conectadas en serie (Protein Pak 1125 y SW300,

Waters>, utilizando como eluyente acetonitrilo 30% en agua, TFA 0.1%, a un

flujo de 1 mí/mm. Se recogieron fracciones de 0.5 ml en las que se determinó

la ACSA y la inmunoreactividad de PTHRP con un radioinmunoensayo (RíA)
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especifico para PTHRP(1-36). En este RIA se emplea un antisuero de oveja

diluido 1500 veces con PBS conteniendo BSA 10% y Triton X-100 0.1%, [Tyr36]-

PTHRP(1-36) amida como éstandar y ‘251-[Tyr36]-PTHRP(1--36) amida como trazador.

La sensibilidad del ensayo fue 50-100 pmol/l [129].

3.6 Ensayo de estimulación de la adenilato ciclasa renal

La ACSA renal se midió en membranas aisladas a partir de corteza

renal canina, en presencia de un análogo no hidrolizable del GTP, 5’-

guanililimidodifosfato (GPP), como activador del sistema enzimático. En este

ensayo se mide la conversión de [cz-’2P]ATPen [32P]AMPc[92].

3.6.1 Obtención de mentranas corticales de riñón de perro

Para cada preparación de membranas se emplearon los dos riñones

de un perro cimarrón procedente del animalario de la Fundación Jiménez Díaz.

Una vez extraídos, los riñones se perfundieron con suero salino <NaCí 0.9%>

con jeringa. Después se elimínó la médula, homogeneizando la corteza en

sacarosa 0.25 mol/l, EDTA 1 mmol/l, Tris-HCl 5 mmol/l, pH 7.4 (tampón SF1),

3 ml/g tejido, en un Potter de vidrio con pistón de teflón, mediante 10 golpes

de 30 segundos a 2000 rpm, centrifugando a continuación 10 minutos a 1500 x

g. El precipitado se resuspendió en sacarosa 2 mol/l, EDTA 1 mmoi/l, Tris 5

mmol/l, pH 7.4, 1 ml/g tejido, y se centrifugó 10 minutos a 13000 x y. El

sobrenadante obtenido se diluyó ocho veces con EDIA 1 mmol/l, Tris 5 mmol/l,

pH 7.4, centrifugando a continuación 15 minutos a 20000 x g. El precipitado

se lavó tres veces con tampón SET, resuspendiendo el precipitado final de

membranas en el mismo tampón (0.4 ml/g corteza), almacenando las alícuotas a

-7LVC hasta su utilización. En todos los tampones para la preparación de
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membranas se añadió un

fenilmetilsulfonilo 0.1

tripsina/ml, bacitracina

membranas congeladas, en

3.6.2 Ensayo

Se emplearon

(Peninsula Laboratories

(Bachem Feinchemikalien

contenía: Tris-HCl 50 mmo

mmol/l; ESA 1 mg/mí;

fosfocreatina quinasa 40

1.85 kBq [a32P]ATP(1.1

mmol/l; GPP 0.1 mmol/l y

cóctel de inhibidores de proteasas <fluoruro

mmol/l, aprotinina 2.5 unidades inhibidoras

50 gg/ml). No se observó pérdida de actividad en

un periodo de hasta 12 meses.

de

de

las

de la adenilato ciclasa

como estándares el fragmento 1-34 de la PTH bovina

Europe, Ltd. Merseyside, GB) y de la PTHRP humana

AG, Bubendorf, Suiza). El medio de incubación

1/1, pH 7.4; MgCl
2 5 mmol/l; KCI 10 mmol/l; EGTA 1

un sistema regenerador de ATP consistente en

U/ml y fosfocreatina 9 mmol/l; ATP-Na? 0.125 mmol/l;

TBq/mmol; Amersham); AMPc 1 mmol/l; ditiotritol 2

las membranas corticales. Las distintas muestras a

probar (extractos tumorales, fracciones cromatográficas y diluciones de la PTH

o de la PTHRP) se añadieron en volúmenes de 10 pl de ácido acético 10 mmol/l,

ESA 1 mg/mi, resultando un volumen final por tubo de 70 pl. La reacción

comenzó con la adición de la preparación de membranas (60 pg de proteína por

tubo) y se mantuvo durante 30 minutos a 301. La reacción se terminó al añadir

a cada tubo 100 pl de una solución de paro consistente en: Tris-l-ICl 50 mmol/l,

pH 7.4; ATP-Na2 2 mmol/l; AMPc 0.5 mmol/l y 1.11 kBq [
3H]AMPc(1.1 TBq/mmol;

Amersham), para calcular las recuperaciones del ensayo, calentando a

continuación la mezcla durante tres minutos en agua hirviendo. Después se

añadieron 800 ul de agua destilada fría a cada tubo y se centrifugó 10 minutos

a 3500 x g. Posteriormente, los sobrenadantes se aplicaron a columnas de Dowex

AG 50W-X4 lavando con 2 ml de agua para eliminar el ~P]ATP no utilizada. A
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continuación se colocan las columnas de Dowex encima de otras con Alúmina

neutra (Sigma, St. Louis, MO, EEUU), eluyendo el AMPc ([32P]AMPc y [3H]AMPc)

con 1 ml de agua y finalmente con 5 ml de imidazol 0.1 mmol/l [183]. La ACSA

se expresa como porcentaje sobre la actividad basal (100%). Las recuperaciones

del [3H]AMPcsiempre fueron superiores al 70%.

3.1 Obtención de nientranas de corteza renal de rata

Para la preparación de membranas luminales (BBM) o basolaterales

(BLM) de corteza renal de rata, se extirparon los riñones de al menos tres

ratas controles o portadoras del tumor W256, tras un ayuno de 18 horas, en

cada experimento. Después cJe decapsularlos, se cortaron en rodajas de unos 0.5

mmde grosor con microtomo Stadie-Riggs (Arthur Thomas Co, Philadelphia, PA,

EEUU), separando la médula de la corteza con una hoja de bisturí.

3.7.1 Nentranas luminales

Las BBM de corteza renal de rata se obtuvieron según la técnica

de Hammerman y Hruska [184]. Tras separar la médula de la corteza renal como

se ha indicado anteriormente, esta última se homogeneizó en manitol 0.24

mol/l, MgCl
2 10 mmol/l, KF 10 mmol/l, Tris-Hepes 5 mmol/l, pH 6.5, 20 ml/g

tejido, mediante 10 golpes de 30 segundos a 2000 rpm en Potter de vidrio con

pistón de teflón, seguido de 3 pulsos de 20 segundos a velocidad máxima con

Politron X1020 <Ystral GmbH, Dottingen, Alemania>. El homogeneizado así

obtenido se agitó durante 20 minutos a 41, centrifugando posteriormente 15

minutos a 3000 x g. El sobrenadante se centrifugó a su vez durante 20 minutos

a 35000 x g, obteniendo un precipitado constituido mayoritariamente por

vesículas de SRM que se lavó tres veces con el tampón de homogeneización
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anterior. El precipitado final obtenido se resuspendió en 1 ml del mismo

tampón, empleándose a continuación en los experimentos de transporte de

calcio.

3.7.2 Nentranas basolaterales

Las BLM de corteza renal de rata se obtuvieron por centrifugación

en gradiente de Percolí, según la técnica de Scalera y cols. [185]. Tras

separar la médula de la corteza renal como se ha descrito, esta última se

diluyó en tampón SET (20 ml/g tejido), homogeneizándose a continuación como

se ha descrito para las BBM. El homogeneizado de corteza resultante se

centrifugó 15 minutos a 4500 x g. El sobrenadante se centrifugó 20 minutos a

20000 x g, obteniéndose un precipitado oscuro y sólido rodeado de otro claro

y blando. Este último se resuspendió en 32.2 ml de tampón SET y se homogeneizó

mediante cinco golpes de 30 segundos a 2000 rpm en Potter de vidrio con pistón

de teflón, tras lo cual se añadieron 2.8 ml de Percolí (Pharmacia) para

obtener una concentración final de Percolí del 8 %, centrifugando 30 minutos

a 48000 x y.

Las fracciones en las que se dividió el gradiente de Percolí se

diluyeron cinco veces con KCl 150 mmol/l, Tris-Hepes 10 mmol/l, pH 7.4 (tampón

KCl-Tris-Hepes), y se centrifugaron 30 minutos a 48000 x g. Se valoraron las

actividades enzimáticas correspondientes (ver más adelante) en los

precipitados obtenidos resuspendidos en KCl-Tris-Hepes, fácilmente separables

del Percolí, que queda como una lenteja cristalina en el fondo del tubo. Las

BLM aparecían entre los mililitros 7 y 12 del gradiente (desde el menisco).

Esta fracción que contenía mayoritariamente las BLM, se resuspendió en 1-2 ml

de KCl-Tris-Hepes, utilizándose inmediatamente en los diferentes experimentos.
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3.8 Caracterización de las preparaciones de mentrana luminal y

basolateral de corteza renal de rata

3.8.1 Marcadores enziniáticos

Para caracterizar las preparaciones de BBM y BLM se emplearon las

actividades de la fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1), como marcador de BBM, y de

la Na~/IC-ATPasa (EC 3.6.1.4), como marcador de BLM.

La fosfatasa alcalina se determinó según el método de Lowry y

cols. [186], valorando colorimétricamente (a 405 nm) la transformación de

p-nitrofenilfosfato 10 mmol/l en p-nitrofenol, durante 15 minutos a 37 C.

La actividad Na~/IC—ATPasa se determinó a 37C en un tampón de

reacción que contenía: ATP-Na~ 4 mmol/l, NaCí 0.1 mol/l, KCl 15 mmol/l, NaN,

5 mmol/l, ECTA 0.5 mmol/l, MgCl2 4 mmol/l, imidazol 30 mmol/l, pH 7.4. La

actividad de la Na/K’—ATPasa se calculó como la diferencia entre la ATPasa

total y la actividad obtenida en presencia de ouabaina 0.1 mmol/l, tras 15

minutos de incubación.

3.8.2 Orientación de las vesículas de membrana basolateral

Al no haber ningún marcador enzimático conocido con asimetría en

la BBM del túbulo renal, no se puede valorar la orientación de las vesículas

de este tipo de membrana. Además, el transporte de calcio en la membrana

luminal de la célula renal es dependiente del gradiente electroquimico; por

tanto puede ocurrir en cualquier sentido según las condiciones experimentales.

La orientación de las BLM se analizó de manera similar a Windus

y cols. [187]. La orientación se dedujo debido a la asimetría de la Na
t/K~-

ATPasa, de modo que en membranas orientadas naturalmente (“right side out”),

la ouabaína actúa sobre la enzima desde el exterior de la vesícula, mientras
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que el ATP sólo puede actuar desde el interior; esto determina que en estas

vesículas no haya actividad NajK~-ATPasa detectable al no ser accesible el

sitio de unión del ATP. En cambio, esta actividad enzimática si es detectable

en las vesículas con orientación antinatural (“inside out”), al estar el sitio

de unión del ATP expuesto hacia el exterior de la vesícula, en contacto con

el medio de incubación (figura 6).

ATP

OUABAINA OUABAINA

NATURAL
(“RIGHT SIDE OUT”)

ANTINATURAL
(“INSIDE OUT”)

~-OUABAINA

NO ASIGNABLE

Figura 6: Posibles orientaciones de la membrana basolateral. Ver

el texto para la explicación.

Las BLM resuspendidas en tampón KCl-Tris-Hepes, se rompieron tras

una incubación de 15 minutos a 371 con deoxicolato sódico 0.4 mg/mí, y

posterior congelación a -700C y descongelación inmediata. La ATPasa total y

la actividad ATPasa sensible a ouabaína (Diferencia = NajIC-ATPasa), se

midieron antes y después del tratamiento.
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El porcentaje de vesículas en las que la orientación no se pudo

asignar (por rotura o fallo en la formación de la vesícula) se determinó por

el cociente:

Na~/K-ATPasa antes del tratamiento
loo

Na*/K~ATPasa después del tratamiento

El porcentaje de vesículas antinaturales se determínó por el

cociente:

ATPasa total antes del tratamiento
100 x - % no asignable

ATPasa total después del tratamiento

El porcentaje de vesículas cerradas naturalmente se determínó por

la diferencia:

100 - % antinatural - % no asignable

Para emplear esta técnica hay que asumir: 1) que el ATP y la

ouabaina no son permeables en las vesículas cerradas correctamente; 2) que el

tratamiento con deoxicolato y un ciclo de congelación y descongelación abre

completamente las vesículas, y 3) que el deoxicolato no inhibe la actividad

ATPasa [187].

3.8.3 Volumen de las vesículas de membrana basolateral

Para estimar el volumen de las vesículas de BLM, se determinó la

captación de D-glucosa 0.1 mmol/l (74 kBq D-(6-~C)-glucosa; 1.85 TBq/mol; New

England Nuclear, Boston, MA, EEUU) en la solución empleada para la captación

de calcio <ver más adelante), pero sin calcio y sin ATP, tras 45 minutos a
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251. La captación de glucosa se detuvo por dilución en la misma solución a

Ct, filtrando posteriormente la mezcla de incubación a través de filtros de

acetato de celulosa de 0.45 pm de diámetro de poro.

3.8.4 Microscopia electrónica

Las muestras de BBM o de BLM se fijaron con glutaraldehído 2.5%

y tetróxido de osmio 2%. Posteriormente, se deshidrataron con concentraciones

crecientes de acetona y se incluyeron en Vestopal W (Embedding Material,

Ginebra, Suiza>. Se realizaron cortes de 300-400 A de espesor mediante un

ultratomo que fueron teñidos posteriormente con citrato de plomo y acetato de

uranilo, y finalmente, se examinaron con un microscopio electrónico Hitachi

HU 12A.

3.9 Transporte de calcio en membranas corticales de riñón de rata

3.9.1 Transporte de calcio en la membrana luminal

La captación de calcio por las vesículas de BBM se realizó a 251

en un volumen final de 0.5 ml de manitol 0.24 mol/l, MgCl, 1 mmol/l, KF 1

mmol/l, Tris-Hepes 20 mmol/l, pH 7.4, CaCl2 50 pmol/l (37 kBq
5CaC1

2, 0.66-1.28

TBq/g, New England Nuclear) [44]. La reacción comenzó con la adición de la

preparación de membranas (300-600 pg proteína). A diferentes tiempos, una

alícuota de la mezcla de reacción se diluyó 20 veces con solución de paro a

4?, consistente en: LaCí, 0.5 mmol/l, manitol 0.24 mol/l, Tris-Hepes 20

mmol/l, pH 7.4, filtrándose inmediatamente a través de filtros de acetato de

celulosa de 0.45 pm de diámetro de poro, y lavando a continuación con otros

3 ml de solución de paro. Tras dejar secar al aire los filtros, las membranas

se solubilizaron con 5 ml de liquido de centelleo, contándose la radiactividad
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en un contador de radiación 8. Para todos los cálculos, se descontó la

radiactividad acumulada inespecifícamente en los filtros.

3.9.2 Transporte de calcio en la membrana basolateral

La captación de calcio por vesículas de BLM se realizó a 25C en

un volumen final de 0.5 ml de ¡<Cl 0.15 mol/l, MgCl2 2 mmol/l, Tris-Hepes 10

mmol/l, pH 7.4, CaCl2 50 gmol/l (37 kBq
45CaC1

2) en presencia o no de ATP-Mg 2

mmol/l [188]. La reacción comenzó con la adición de la preparación de

membranas <40-80 pg proteína>. La reacción se detuvo a diferentes tiempos como

se ha descrito en el apartado anterior, aunque en este caso la solución de

paro a 4 C consistia en tampón KCl-Tris-Hepes conteniendo LaCí, 0.5 mmol/l.

Para estudiar la cinética de captación de calcio dependiente de

ATP por las vesiculas de BLM, las diferentes concentraciones de Ca~ del medio

de incubación se ajustaron experimentalmente añadiendo EGTA 0.1 mmol/l, y se

comprobaron mediante espectrofluorometría con fura-2 [189],

En algunos experimentos, se sustituyó e) ¡<Cl del medio de

incubación por la misma concentración de NaCí, para estudiar el efecto del

sodio sobre la captación de calcio dependiente de ATP por las vesículas de

BLM.

3.10 Preparación de túbulos de corteza renal de rata

En algunos casos se prepararon túbulos renales a partir de ratas

controles (5 al menos) por digestión de la corteza renal con colagenasa tipo

1 (2 mg/ml en solución de Krebs-Henseleit, 1.2 mmol/l CaCl2) durante 30-45

minutos a 371 [190]. Los túbulos aislados se resuspendieron en solución de

Krebs-Henseleit y se incubaron 30 minutos a 37
0C en presencia o no de N6,2’-O-
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dibutiril AMPc (Bt, AMPc) 0.1 mmol/l o PTHRP(1-34) 0.1 pmol/l. Tras la

incubación, se prepararon las BLM y se midió el transporte de calcio como se

ha descrito anteriormente.

En algunos experimentos, se determinó la actividad de la adenilato

ciclasa en las membranas procedentes de los túbulos corticales que hablan sido

o no preestimulados con PTHRP(1-34) como se describe más arriba. Las BLM (15-

30 gg de proteína> se incubaron con diversos agonistas durante 30 minutos a

30 C en el mismo medio citado en el ensayo de adenílato ciclasa de membranas

corticales de perro, aunque en este caso no contenía [‘2P]ATPni AMPc, en un

volumen total de 0.1 ml. La reacción se detuvo por dilución al añadir 0.9 ml

de suero salino frio y posterior incubación durante tres minutos en agua

hirviendo. Tras centrifugar durante 15 minutos a 3500 x g, el AMPc del

sobrenadante se midió con un enzimoinmunoensayo específico (Biotrak,

Amersham>.

3.11 Valoración de proteínas

Las proteínas de los extractos tumorales, fracciones

cromatográficas y preparaciones de túbulos y membranas se determinaron por el

método de Bradford [191], con BSA como estándar.

3.12 Estadística

Los valores de los experimentos “in vivo” se expresan como media

± E.E.M.

Los valores de los experimentos “in vítro” se expresan como media

± ¡VE.

Las diferencias estadísticas se valoraron por análisis de la
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varianza seguido de la comparación múltiple de medias por la prueba de

Scheffé, o por la prueba de la “t” de Student, considerando en cada caso como

nivel mínimo de significación p<O.05.
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Resultados

4.1 Características del síndrome de hipercalcemia tumoral de origen

humoral en la rata portadora del tumor 14256

La figura 7 muestra el crecimiento del tumor W256 a lo largo de

los días tras su implante en la rata. El tumor comenzaba a apreciarse a los

siete días, describiendo una curva de crecimiento exponencial, hasta llegar

a un máximo a los 14-16 días después del implante.

lo

6-

6

4-

2

o
o g 10 11 12

Días postimplante
13 14

Figura 7: Crecimiento del tumor de Walker 256 tras su implante

subcutáneo en la rata. Cada punto representa media ± E.E.M. de al

menos seis determinaciones.

Peso de tumor ½)

16

14

12
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La figura 8 ilustra los cambios inducidos por el tumor W256 en el

calcio y en el fosfato en suero y en orina de las ratas huésped, en función

de los días tras el implante.

A los nueve días, el calcio en suero ya era significativamente

mayor que el del grupo control, aunque sin sobrepasar el limite de normalidad

(2.6 mmol/l). A los 11 días, las ratas ya eran francamente hipercalcémicas,

aumentando aún más los niveles de calcio en suero al seguir creciendo el

tumor. Este incremento en el calcio sérico se traducía en un aumento de la

excreción urinaria de este catión, siendo significativamente mayor que la del

grupo control ya desde el noveno día después del implante, aumentando a medida

que se incrementaba la calcemia.

El tumor W256 provoca una disminución en la reabsorción tubular

de fosfato en la rata portadora, observándose hiperfosfaturia significativa

frente al grupo control desde el día ]1 tras el implante. Esta excesiva

eliminación de fosfato induce un descenso en los niveles séricos de este

anión, significativo frente al grupo control también desde el día 11 tras el

implante.

En la tabla 1 se muestran otras características bioquímicas de las

ratas portadoras del tumor W256 a los 11-12 dias tras el implante. Con un

tumor de unos 10 g de peso medio, las ratas tienen una función renal normal,

según el aclaramiento de creatinina. Además, presentan un aumento

significativo frente al grupo control en la excreción de hídroxiprolina y un

aumento, también significativo frente al grupo control, en la excreción

urinaria de AMPc.
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Figura 8: Cambios en el calcio y en el fosfato en suero y en

orina de ratas portadoras del tumor de Walker 256 tras su
implante subcutáneo. Las áreas rayadas representan los rangos de

normalidad. Cada punto representa media ±E.E.M. de al menos diez

determinaciones. *p<O.O5; **p<O.O1, comparado con el grupo

control.
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Tabla 1: Otras características

de Walker 256 a los 11-12 días
bioquímicas de las ratas portadoras del tumor
tras el implante subcutáneo.

CCr
(mí/mm)

HO-Pro/Cr
(mmol/mol)

AMPc/Cr
(mol/mol)

Peso tumor
(g)

Control 0.70 ±0.03 40 ±3 1.1 ±0.1

Walker 256 0.75 ±0.22 64 ±7~ 2.0 ix 0.3* 10.2 ±2.0

Los valores representan media ± E.E.M. de al menos seis determinaciones.
*p<0.0S; **p<O.Ol, comparado con el grupo control.

Los fémures de rata portadora del tumor W256 en el mismo periodo

de tiempo después del implante, no mostraron signos de metástasis tumoral, por

criterios radiológicos y anatomopatológicos. En cambio, presentaron un marcado

aumento del número de osteoclastos y de las superficies de resorción,

especialmente en la zona cortical (10 y 5 veces mayor que en el hueso normal,

respectivamente) (figura 9). Al mismo tiempo, en el hueso de rata con tumor

W256, el volumen trabecular era una o dos veces inferior al del hueso normal.
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Etur~~9: Superficie cortical interna del femar de una rata
pm ladera del Lwncr de Walker 256 a los 12 tas tras el implante

subeutaneo Se observan numerosos osteor lastos en una laguna de

Howship (tricromico de Goldner, 400x1
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4.2 Estudio del papel del riñón en la génesis de la hipercalcemia en

ratas portadoras del tumor W256

En la tabla II aparecen los parámetros bioquímicos en suero y en

orina de ratas portadoras del tumor W256 en diferentes estadios de crecimiento

del tumor. En el período inicial, cuando el tumor tenía un peso medio de unos

4 g (grupo 1), el calcio sérico era aún normal y la excreción urinaria de

calcio era elevada, aunque no significativamente al compararla con la del

grupo control. La excreción urinaria de magnesio era tres veces mayor que la

del grupo control, aunque los niveles de este catión en suero eran normales.

La excreción urinaria de hidroxiprolina también estaba elevada en este grupo

frente al control, aunque no de forma significativa.

En el siguiente periodo estudiado, cuando el tumor había alcanzado

un peso medio de unos 5 g (grupo II), las ratas portadoras presentaban una

hipercalcemia leve mientras que la excreción urinaria de calcio babia

descendido casi hasta el valor del grupo control. Los demás parámetros

bioquímicos estudiados permanecían como los del grupo 1.

Cuando el tumor alcanzaba un peso medio de unos 9 g (grupo III),

observamos hipercalcemia e hipercalciuria en las ratas portadoras. Además,

éstas presentaban hipofosfatemia (1.51 ziz 0.1 mmol/l frente a 1.98 ± 0.06

mmol/l en el grupo control, medía ±EE.M., p<O.O1) e hiperfosfaturia (6.77

±0.43 mol/mol Cr frente a 4.09 ±0.29 mol/mol Gr en el grupo control, media

±E.E.M., p<O.OI). El magnesio sérico y el urinario permanecían igual que en

los otros grupos estudiados, mientras que la excreción urinaria de

hidroxiprolina era significativamente mayor que la del grupo control.
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Resultados

Tras la eliminación del tumor (tabla III), la excreción urinaria

de calcio disminuyó significativamente frente al valor preoperatorio en el

grupo 1, mientras que aumentó, también significativamente, en los grupos II

y III. Los cambios en el calcio sérico tras extirpar el tumor tendieron a la

normalización de la calcemia en los tres grupos estudiados. La excreción

urinaria de magnesio disminuyó en los tres grupos, aunque no llegó a los

niveles del grupo control, y en los grupos 11 y III apareció hipomagnesemia

tras la extirpación del tumor. La eliminación de fosfato elevada del grupo 111

descendió a una cifra media en el rango inferior de la normalidad tras

extirpar el tumor (de 8.00 i 0.65 mol/mol Gr a 2.35 ±0.70 mol/mol Cr, valores

pre y postoperatorio, respectivamente, media ~z E.E.M., p<0.01).

En este grupo III, la excreción urinaria de AMPc descendió de 1.1

± 0.3 mol/mol Cr a 0.8 ±0.1 mol/mol Gr (media ~i E.E.M, p<0.05) tras la

eliminación del tumor. En ninguno de los tres grupos se observaron cambios en

la excreción urinaria de hidroxiprolina tras la cirugia.

-58-



Resultados

Tabla III: Cambios en los parámetros bioquímicos en suero y en orina de ratas

portadoras del tumor de Walker 256 tras extirpar el tumor.

Suero Orina

Ca Mg Ca/Cr Mg/Cr

(mmol/l) (rnmol/l) (mol/mol) (mol/mol)

Pre 2.47 z~ 0.04 0.99 z!z 0.02 0.59 it 0.7111 1.21 ~z0.28
Grupo 1

Post 2.45 xii 0.03 0.95 ±0.04 0.23 ix O.07** 0.60 it 0.09*

Pre 2.67 ix 0.07 0.95 Mx 0.04 0.11 ±0.03 0.83 ±0.04
Grupo 11

Post 2.45 xix 0.04 0.84 ±0.02* 0.51 Mx 0.12** 0.74 ±0.02

Pre 3.50 ±0.39 0.99 ±0.07 0.76 ±0.23 1.76 it 0.25
Grupo III

Post 2.55 xii 0.06* 0.83 ±0.04* 1.67 ±Q~44* 0.97 Mx 0.25*

Cada valor representa media ±E.E.M. de al menos cinco determinaciones.
*p<O.05; **pcO.0l, comparado con el periodo preoperatorio.
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4.3 Purificación de la PTHRP de extractos del tumor 14256

En los primeros trabajos sobre el aislamiento del factor (o

factores) responsable de la hipercalcemia en el síndrome de HTH, se empleaba

como criterio de purificación la ACSA renal, ya que los pacientes con este

síndrome presentan una elevada excreción urinaria de AMPc nefrogénico.

Diluciones seriadas de los extractos tumorales en diferentes

estadios del procedimiento de purificación, mostraban curvas dosis-respuesta

de ACSA paralelas a las de PTH(1-34) y PTI-IRP(1-34) (figura 10).

Como se ha mencionado en el apartado de Materiales y Métodos, para

la purificación de la PTHRP del tumor W256 empleamos un método de purificación

por inmunoafinidad, a partir del extracto NaCí-etanol del tumor W256. Como se

muestra en la figura 11, la ACSA en las fracciones eluidas de la columna de

inmunoafinidad con glicocola-HCl aparecía entre el 34% y el 36% de

acetonitrilo, al ser purificadas por HPLC de fase reversa.

Las fracciones de HPLC con actividad fueron agrupadas y analizadas

por transferencia western, apareciendo una única banda con un peso molecular

aparente (Mr) de 18000 (figura 12). Cuando parte de la actividad eluida con

glícocola-HCl de la columna de inmunoafinidad se procesaba por HPLC de

exclusión molecular, se obtenía un Mr similar, detectando la actividad de

PTHRP por el ensayo de ACSA y por un radioinmunoensayo específico para

PTHRP(1-36) (figura 13). La recuperación de la bioactividad de PTHRP tras el

último paso por HPLC de fase reversa fue del 5%.
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400 -

300

200-

ACSA (% sobre basal)

1w12 ío~ 10 10 io~ 10.8
Dosis <mol/I>

Figura 10: Actividad estimuladora de la adenilato ciclasa de

bPTIt(1-34) (u), hPTHRP(1-34) (e>, extracto urea-HCl (o) y
extracto NaCí-etanol (o>. tas curvas de las muestras procedentes

del tumor 14256 están situadas en la gráfica en posiciones

arbitrarias, y las veces que se diluyeron oscilaron en los rangos

16-300 (o) y 8-80 (o). Los valores son medias de 2-3

determinaciones por duplicado. La desviación estándar de cada

valor fue siempre menor del tamaño del símbolo.

100
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4.4 Estudio del mecanismo del aumento de la reabsorción renal de

calcio en ratas portadoras del tumor W256

4.4.1 Caracterización de las preparaciones de BBM y de BLM

La figura 14 representa la distribución de los marcadores

enzimáticos de BBM (fosfatasa alcalina) y de BLM (Na*/K+~ATPasa) a lo largo del

gradiente de Percolí. La mayor actividad del marcador de BLM se encontraba

entre los mililitros 4 y 12 desde el menisco.

En la tabla IV aparecen los marcadores enzimáticos de las

preparaciones de BBM y de BLM. La preparación obtenida después de precipitar

con MgCl2 (ver Materiales y Métodos), presentaba un enriquecimiento de unas

11 veces en la actividad de fosfatasa alcalina frente a la actividad en el

homogeneizado de corteza, mientras que habla una notable pérdida en la

actividad de la Na*/KtATPasa. En las membranas obtenidas por centrifugación

en gradiente de Percolí (ver Materiales y Métodos), se observaba un

enriquecimiento (unas 15 veces) en la actividad Na~/W-ATPasa, aunque en este

caso existia una contaminación apreciable (=20%) de membrana luminal.

La tabla y muestra los cambios en el contenido de proteínas en el

riñón de ratas portadoras del tumor W256 comparado con el de ratas controles.

No se encontraron diferencias significativas en el contenido de proteínas de

la corteza renal entre el grupo experimental y el control. Sin embargo, el

contenido proteico de las BBM se encontró significativamente disminuido en las

preparaciones de ratas portadoras del tumor W256 comparado con las

preparaciones correspondientes a ratas controles. No encontramos diferencias

significativas en el contenido de proteína entre las preparaciones de BLM de

ratas portadoras del tumor W256 y ratas controles.
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Na/K-ATPasa
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Figura 14: Distribución de marcadores enzimáticos de BBMy de BLM

en el gradiente de Percolí. El gradiente (35 mí) se dividió en

fracciones de 4 ml. Las actividades de cada fracción se expresan

como veces de purificación frente a la actividad enzimática en el
homogeneizado de corteza (0.35 ±0.16 gmol/mg proteína x mm para

la fosfatasa alcalina y 5.41 ±1.40 ¡imol/mg proteína x ti para la

Na’/IC-AJPasa). Para las preparaciones de BLM de los diferentes

experimentos, se eligieron del mililitro 7 al 12 desde el
menisco.
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-66-



Resultados

Tabla IV: Análisis de los marcadores enzimáticos de BBM y de BLM

renal de rata.
de corteza

Homogeneizado BBM BLM
de corteza renal

Fosfatasa Alcalina 0.35 ~ 0.16 3.97 xix 0.21 1.07 Mx 0.35
(pinol/mg proteina x mm) (11.3) (3.1)

Na~/K’-ATPasa 5.41 Mx 1.40 0.92 Mx 0.27 80.83 i 25.16
(¡¿mol/mg proteína x h) (0.2) (15.0)

Los números entre paréntesis reflejan las veces de purificación, definida como
la actividad específica en la membrana correspondiente respecto a la del
homogeneizado de corteza. Los valores representan media ±D.F. de cuatro

preparaciones de BBM y 23 de BLM. Estos valores eran similares en membranas

procedentes de ratas portadoras del tumor de Walker 256.
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Tabla V: Cambios en el contenido de proteínas en el riñón de ratas portadoras

del tumor W256 comparado con el de animales controles.

Corteza renal
(mg/g corteza)

BBM
(mg/g corteza)

BLM
(mg/g corteza)

Control 141.7 ±17.4 4.4 xix 0.8 1.3 Mx 0.2
(27) (4) (23)

W256 141.2 ±26.9 2.9 Mx 0.5* 1.1 i~ 0.4
(22) (4) (18)

Los valores representan media xix D.F.; entre paréntesis aparece el número de
determinaciones para cada caso. *p< 0.05 frente al grupo control.

El análisis de las preparaciones de membranas por microscopia

electrónica reveló la ausencia de mitocondrias y de otros orgánulos

subcelulares, y la presencia predominante de formas vesiculares con un

diámetro de 0.1-0.3 pm para las BBM y de 0.3-1.0 jan para las BLM (figura 15a

y b, respectivamente).

En cuanto a la orientación de las vesículas de BLM, el 60% del

total tenía orientación asignable. De éstas, el 70% estaban orientadas de

manera natural. No se encontró ningún efecto del tumor W256 sobre la

orientación de las vesículas de BLM.
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4.4.2 Transporte de calcio en las BBM

La captación de calcio en las vesículas de BBM obtenidas de ratas

controles y ratas portadoras del tumor W256 se refleja en la figura 16. Como

se puede observar, esta actividad por miligramo de proteína mostraba cerca del

equilibrio una tendencia, aunque no estadisticamente significativa, a ser

mayor en las vesículas de BBM procedentes de ratas portadoras del tumor W256

comparada con las membranas de animales controles. Esta tendencia hacia el

incremento de la captación de calcio era del mismo orden de magnitud que la

disminución del contenido de proteínas en las BBM de ratas portadoras del

tumor W256.

e

3-

2-

1—

o

captación de calcio (nmol/mg prot>

Fi9ura 16: Captación de calcio en vesículas de BBN procedentes de

ratas controles (o) o portadoras del tumor >1256 (U). Los puntos
representan media xix D.F. de 3-5 experimentos por duplicado.

O 6 10 16 20
Tiempo (minutos)
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4.4.3 Transporte de calcio en las BLM

La captación de calcio en las vesículas de BLM en ausencia y

presencia de ATP se muestra en la figura 17. En ausencia de ATP, la entrada

de calcio era mucho menor que en presencia del nucleótido, y no se encontraron

diferencias significativas en esta captación pasiva de calcio entre las

vesículas de BLM de ratas portadoras del tumor W256 y las de ratas control.

Como se puede observar también en la figura 17, al añadir Al!’ al

medio de incubación de las BLM, se estimulaba rápidamente la entrada de calcio

en estas vesículas. Esta entrada de calcio no se afectaba ni por ouabaina 2

mmol/l, inhibidor de la Na*/K~ATPasa, ni por el rojo de rutenio 1 pmol/l,

inhibidor del transporte de calcio dependiente de ATP en la mitocondria (tabla

VI). Sin embargo, la captación de calcio dependiente de ATP en las vesículas

de BLM era sensible a vanadato 1 pmol/l, inhibidor de AlPasas tipo 1’ (tabla

VI). La adición del ionóforo para el calcio, A23187 5 gmol/l, a los 30 minutos

de incubación en presencia de ATP, originaba una liberación rápida (en dos

minutos) del calcio acumulado en el interior de las vesículas hasta el nivel

correspondiente al calcio captado de manera pasiva (figura 17).

La captación de calcio dependiente de ATP estaba aumentada

significativamente en vesículas de BLM procedentes de ratas portadoras del

tumor W256 en comparación con la de las membranas de animales controles

(figura 17). Además, este efecto era independiente de cambios que pudieran

estar inducidos por el tumor W256 en el volumen de las vesículas. Este último,

determinado por la captación de glucosa en el equilibrio (ver Materiales y

Métodos) fue: 8.5 t 2.5 pl/mg proteína y 8.4 ~i 2.0 pl/mg proteína (media Mx

D.E.; n=3), en vesículas de BLM de animales controles y portadores del tumor

%4256, respectivamente.
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Captación de calcio (nmol/mg prot)
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Figura 17: Captación de calcio en vesículas de BLM aisladas de

ratas controles (círculos) o portadoras del tumor 14256
(cuadrados). La captación de calcio se desarrolló en ausencia

(símbolos claros) o en presencia (símbolos oscuros) de ATP 2

mmol/l. La línea discontinua representa la liberación del calcio

acumulado en el interior de las vesículas a los dos minutos de

añadir al medio de incubación el lonóforo para el calcio A23187
5 prnol/l. Los puntos representan media ±D.F. de 5-1 experimentos

por triplicado. ~~p<0.01, comparado con el valor correspondiente

de la curva control.

0 5 10 20 30 45

Tiempo (minutos)
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Tabla VI: Efecto de diferentes inhibidores de ATPasas sobre la captación de
calcio dependiente de ATP en vesículas de BLM procedente de corteza renal de

rata.

Adición Captación de calcio
(nmol/mg proteína)

Vehículo 5.02 xix 0.19 100.0

Ouabaina (2 mmol/l) 4.86 Mx 0.49 96.8

Rojo de rutenio (1 gmol/l) 4.92 ±0.32 97.9

Vanadato (1 gmol/l) 3.24 Mx 0.20 64.5

Las BLM se pretrataron con los inhibidores durante 30 minutos a 25 C, y
estuvieron también presentes en el medio de incubación durante la captación

de calcio (3 minutos). Los valores son medias Mx D.F. de triplicados.

La cinética del transporte de calcio dependiente de ATP en

vesículas de BLM se muestra en la figura 18. La Km para el calcio fue 0.45 ±

0.06 ¡.01/1 en BLM de ratas controles, y 0.32 t 0.07 pmol/l en BLM de ratas

portadoras del tumor W256 (medía t D.F., n=3; p<O.05). La Vmáx fue similar en

ambos casos <3.00 Mx 0.84 nmol/mg proteína x mm y 3.12 Mx 0.50 nmol/mg proteína

x mm; media Mx D.F., n=3, respectivamente).

-73-



Resultados

y (nmol/mg prot x mm)

0 0,1 0,25 0,5

[Ca2+] (iamol/I)

Figura 18: Cinética de la captación de calcio dependiente de ATP

en vesículas de BLM procedentes de ratas controles (o) o

portadoras del tumor 14256 (u) en un experimento representativo.

La captación de calcio en ausencia del nucleótido fue sustraída
de la correspondiente en su presencia. En el recuadro se

representa la linearización de Lineweaver-Burk correspondiente.
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La presencia de un gradiente de sodio orientado hacia el interior

de las vesículas produjo una disminución de la captación de calcio dependiente

de ATP tras 10 minutos de incubación del 51 ± ]2% y del 50 xi 6% (media ±D.F.,

n= 3) en BLM de ratas controles y de ratas portadoras del tumor W256,

respectivamente.

4.5 Efecto de la PTHRP(I-34> y del Bt, AI4Pc sobre el transporte de

calcio en el riñón de rata

La preincubación durante 30 minutos de túbulos corticales

obtenidos de ratas controles con PTHRP(1-34) 0.1 gmol/l o Bt2 AMPc 0.1 mmol/l,

no afectaba la captación de calcio dependiente de ATP en las vesículas de BLM

preparadas a partir de esos túbulos. Así, a los 10 minutos de incubación, los

valores de captación expresados como porcentaje sobre el obtenido en BLM de

los túbulos tratados con solución salina (4.09 Mx 0.64 nmol/mg proteína, media

xi D.F.; ]00%) fueron: 102 i 9% y IDO it 1%, para túbulos tratados con PTHRP o

con Bt2 AMPc, respectivamente.

Esta ausencia de efecto de la PTHRP<1-34> no es probable que se

deba a alteraciones en sus receptores durante el proceso de aislamiento de los

túbulos y posteriormente de las BLM. De hecho, la actividad basal de la

adenilato ciclasa en las BLM de los túbulos preestimulados con PTHRP era unas

dos veces superior a la de las membranas procedentes de los túbulos tratados

con solución salina (tabla VII). Además, las BLM obtenidas de ambas

preparaciones de túbulos respondían a diferentes agonistas (tabla VII).
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Tabla VII: Actividad de la adenilato ciclasa en

corticales de ratas controles.
BLM aisladas de túbulos

Agonista Túbulos + solución salina Túbulos + PTHRP
(nmol/mg proteína x 30 mm) (nmol/mg proteína x 30

mm)

Basal 2.26 ix 0.43 3.86 Mx 0.8V

bPTH(1-34) 0.1 umol/l 13.35 xix 2.38A —

[Tyr36]PTHRP(1-36)0.1 pmol/l 11.78 Mx 3.85a 9.30 ~ 1.4gb

Forskolina 10 gmol/l 37.96 Mx 9.35~ 30.69 Mx 3.61

Arg-vasopresina 1 pmol/l 3.53 Mx 0.59~ 3.41 xi~ 0.45

Túbulos aislados de corteza renal de ratas controles se preincubaron con

solución salina o PTHRP, y posteriormente las BLM obtenidas como se describe

en el texto (ver Materiales y Métodos), se trataron con los agonistas en

presencia de AIF 125 gmol/l. Los valores son media ±ILE. (n=4). ap<001

frente al basal de túbulos preincubados con solución salina; bp<ool frente

al basal de túbulos preincubados con PTHRP(1-34).
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5.. DISCUSION



Discusión

Actualmente se conocen pocos modelos experimentales de tumores

productores de alteraciones en el metabolismo mineral similares a las

observadas en sujetos con ciertas neoplasias, lo que se conoce como síndrome

de HTH [192]. Uno de estos modelos es una variedad del carcinosarcoma W256,

inductor de este síndrome en la rata a través de un mecanismo aún no

completamente caracterizado [167].

En el presente estudio hemos encontrado que el implante subcutáneo

del tumor W256 induce en la rata portadora hipercalcemia e hipofosfatemia a

los 10-12 días tras el implante, cuando la función renal es aún normal, como

lo índica la excreción urinaria de creatinina. Otras características que

presentan las ratas portadoras del tumor W256 son un incremento de la

resorción ósea, indicado tanto por la histomorfometría ósea como por el

aumento de la excreción urinaria de hidroxiprolina, en ausencia de metástasis

esqueléticas, y un aumento de la excreción urinaria de AMPc. Esta última

característica se ha utilizado para diferenciar el síndrome de Hill de otras

hipercalcemías de origen tumoral [90].

La producción por el tumor de un factor (o factores) que altera

el transporte renal de iones en la rata portadora, se puso de manifiesto al

estudiar las características bioquímicas de estos animales antes y después de

serles extirpado el tumor. En una fase inicial, cuando el tumor alcanza unos

4 y de peso medio, el aumento de resorción ósea se evidenciaba por la

tendencia a una excreción urinaria elevada de hidroxiprolina y la eliminación

del exceso de calcio por la orina. La elevada excreción urinaria de magnesio

que aparece paralela a la elevada excreción urinaria de calcio, apoya la

existencia de un mecanismo de transporte común para ambos cationes en el

túbulo renal [24].



Discusión

En la siguiente fase del crecimiento tumoral estudiada, cuando

comienza a aparecer la hipercalcemia, la excreción urinaria de calcio

descendió hasta el valor del grupo control, mientras que la excreción urinaria

de magnesio seguía siendo elevada. Estos resultados sugieren que en esta fase

existe un aumento de la reabsorción tubular de calcio.

En el período más avanzado de crecimiento tumoral estudiado se

observó hipercalcemia, hipercalciuria, hipofosfatemia e hiperfosfaturia. Las

ratas portadoras del tumor W256 en esta fase presentaban además una excreción

urinaria de hidroxiprolina y de AMPc elevadas. Todas estas características se

han descrito en pacientes con HTH [90]. El exceso de calcio extracelular

procedente de la resorción ósea, muy aumentada durante este período, impediría

poner de manifiesto el incremento de reabsorción tubular de calcio sugerido

en la fase anterior, cuando la hipercalcemia era todavía moderada.

En nuestro estudio hemos observado que la excreción urinaria de

calcio aumentó notablemente tras extirpar el tumor sólo en los períodos en los

que las ratas mostraban hipercalcemia (grupos II y III, tabla III). Este

aumento era independiente de posibles alteraciones en la excreción urinaria

de sodio, ya que las ratas se rehidrataron con suero salino durante las 48

horas anteriores a la eliminación del tumor. Al mismo tiempo, observamos una

disminución de la eliminación de magnesio por la orina tras extirpar el tumor,

en los tres grupos estudiados. Por otra parte, tras extirpar el tumor, se

observó una tendencia a la normalización de los valores postoperatorios de la

calcemia y de las eliminaciones de fosfato y de AMPc. Sin embargo, la

excreción urinaria de hidroxiprolina no varió significativamente tras eliminar

el tumor, aunque este hecho podría explicarse porque esta sustancia puede

proceder no sólo del colágeno óseo, sino también de otros tejidos posiblemente

afectados en el proceso quirúrgico.
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Estos resultados sugieren que el tumor W256 produce un factor (o

factores) capaz de estimular la reabsorción tubular renal del calcio,

independientemente del sodio, en la rata huésped. El origen de la

hipercalcemia en las ratas portadoras del tumor W256 parece deberse

fundamentalmente a un mecanismo renal en una primera fase (grupo II, tabla

II), junto a un aumento de la resorción ósea posterior (grupo III, tabla II>.

Algo similar se ha observado en pacientes en diferentes estadios de desarrollo

del sindrome de HTH [193].

Nuestros estudios, junto con los de otros investigadores

[171,193,194], apoyan la hipótesis del papel importante del riñón en la

patogénesis de la hipercalcemia asociada a ciertas neoplasias.

Entre los factores propuestos como mediadores del síndrome de HTH,

la PTHRP es uno de los que se considera tienen más importancia en el

desarrollo de esta patología asociada al cáncer [195]. Previamente, se ha

detectado ACSA en extractos del tumor W256 parcialmente purificados por

filtración en gel, e inmunoreactividad para PTHRP en el plasma de ratas

portadoras del tumor W256 y en células del tumor W256 en cultivo [196-198].

En este trabajo, hemos aislado la PTHRP a partir de homogeneizados del tumor

W256 extraídos secuencialmente con urea-HCl y NaCí-etanol, y repurificados

mediante diversas técnicas cromatográficas.

Hemos aplicado un método de purificación por inmunoafinidad,

desarrollado originariamente para aislar la PTHRP a partir de leche bovina y

medio de cultivo de queratinocitos [181]. La rapidez de este método representa

una mejora notable sobre otros métodos empleados previamente, que requerían

numerosos pasos en el proceso de purificación. Debido a la gran homología en

la estructura primaria de la PTHRP de diversas especies, cuyas secuencias se

determinaron a partir de sus respectivos cDNA [101,110,111], los anticuerpos
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obtenidos contra fragmentos sintéticos de la PTHRP humana reconocen también

la PTHRP de esas otras especies, entre ellas, la rata. Siguiendo el protocolo

mencionado anteriormente, la ACSA del tumor W256 repurificada por

inmunoafinidad eluja de una columna de HPLC de fase reversa a una

concentración de acetonitrilo que coincide con la obtenida para PTHRP de otras

especies [96,172). La presencia de un pico de bioactividad no totalmente

homogéneo tras la purificación por HPLC de fase reversa podría sugerir que

existe más de una forma de PTHRP en el extracto del tumor W256. Sin embargo,

el análisis por transferencia western de las fracciones de HPLC que contenían

la ACSA reveló una única banda correspondiente a un Mr de unos 18000 dalton,

de acuerdo

molecular.

aislada de

en la rata

el plasma

[197,199].

terminal y

pacientes

fragmentos

diferentes

con el Mr aparente obtenido por cromatografía de exclusión

Este Mr de 18000 dalton es similar al obtenido para la PTHRP

tumores asociados a la HTH en humanos [96-98].

No sabemos si esta especie de PTI-IRP es la única forma circulante

Trabajos previos han demostrado inmunoreactivídad para PTHRP en

de ratas portadoras de tumores asociados a HTH incluido el W256

En humano, se han detectado al menos dos especies de PTHRP, N-

C-terminal, en el plasma de pacientes con HTH [125]. Además, en

con insuficiencia renal se ha encontrado una acumulación de

C-terminales de la PTHRP [133]. Sin embargo, se desconoce si los

fragmentos circulantes de PTHRP detectados en diversas

circunstancias ejercen o no alguna función específica.

Nuestros resultados, junto con otros previos, apoyan la existencia

de una PTHRP similar en la rata y en humano [172]. [1 procedimiento de

purificación por inmunoafinidad descrito puede ser válido para la purificación

de la PTHRP de especies distintas, o para la detección de diferentes

fragmentos empleando columnas con anticuerpos dirigidos contra distintos

-81-



Discusión

epítopos de la molécula, como se ha descrito para plasma humano [125].

Según se ha descrito en la Introducción, la mayor parte de la

reabsorción de calcio en la nefrona tiene lugar en el túbulo proximal. En este

segmento, el transporte de calcio ocurre principalmente por difusión

peritubular asociada a la de sodio, aunque también parece estar implicada una

ruta transcelular activa independiente del sodio. En el túbulo dista), el

calcio se reabsorbe en contra de un gradiente electroquímico por un mecanismo

transcelular activo. Este segmento de la nefrona es el responsable de la

regulación fina del transporte de calcio [17,21.23]. El transporte

transcelular de calcio comprende su entrada por la BBM y su salida por la BLM

mediante el intercambiador sodio/calcio y/o la llamada bomba de calcio

dependiente de AlT, siendo esta última predominante [53-55].

Nuestros resultados demuestran una tendencia al aumento de la

captación de calcio por vesículas de BBM de ratas portadoras del tumor W256

comparada con la de membranas procedentes de animales controles; aunque la

diferencia no alcanzó significación estadística. Esta tendencia al incremento

de la captación de calcio se observó en paralelo con la disminución en el

contenido de proteína de las BBM de ratas portadoras del tumor W256, como

consecuencia tal vez de la caquexia asociada con este modelo tumoral [200].

Datos previos han demostrado que la captación de calcio por la BBM ocurre

principalmente a través de la unión del catión a fosfolípidos acídicos de la

membrana seguido de su translocación a la cara interna de la membrana [43,44].

Por lo tanto, la disminución de proteínas de la BBM podría promover esta unión

del calcio y su translocación. Este efecto podría contribuir al descenso en

el movimiento transcelular del calcio en el túbulo proximal de las ratas

portadoras del tumor W256, segmento que además carece de la CaE!’ implicada en

la difusión del calcio a través de la célula epitelial [47].
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Por otra parte, nuestros resultados indican que la captación de

calcio dependiente de ATP por la BLM está estimulada en las ratas portadoras

del tumor W256. Más aún, esta estimulación parece ser debida a una disminución

de la Km para el calcio. Trabajos previos indican que la mayor actividad de

la bomba de calcio dependiente de ATP está en el túbulo distal, y que la

mayoría de esta actividad en preparaciones de BLM de corteza renal se debe a

la del túbulo distal [30,32,56]. Por lo tanto, el aumento de la captación de

calcio dependiente de ATP en nuestra preparación de BLM parece reflejar una

estimulación de esta actividad en el túbulo distal.

Nuestras ratas hipercalcémicas portadoras del tumor W256

presentaban cierta insuficiencia renal, estimada por los niveles de creatinina

sérica. Por lo tanto, en ausencia de una filtración glomerular aumentada en

estos animales, la captación de calcio dependiente de AlT elevada observada

en la BLM es más probable que sea consecuencia del efecto de uno o varios

factores humorales. La PTHRP, que es sintetizada por este tumor como hemos

demostrado anteriormente, podría ser un posible mediador, ya que se ha visto

que incrementa la reabsorción tubular de calcio cuando se infunde a ratas

tiroparatiroidectomizadas [116]. Más aún, en un trabajo previo, hemos

encontrado que una fracción parcialmente purificada del tumor W256 que

presentaba ACSA aumentaba el flujo unidireccional de calcio en células renales

con características de túbulo distal [196]. Sin embargo, la preestimulación

de túbulos corticales de rata con PTHRP (o con Bt2 AMPc) no afectaba la

captación de calcio dependiente de ATP en vesículas de BLM aisladas

posteriormente a partir de esos túbulos, a pesar de que dichas membranas

presentaban una estimulación de la adenilato ciclasa, que además mantenía la

capacidad de responder a diferentes agentes.
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En este sentido, Care y cols. [201], no encontraron ningún efecto

en el transporte de calcio en placenta ovina cuando infundían el fragmento (1-

34) de la PTHRP y sí cuando el péptido contenia la secuencía 67-86. Por otra

parte, Barlet y cols. [202], han asociado el aumento del transporte de calcio

en placenta ovina producido por la infusión de PTHRP(1-34) con el aumento de

los niveles de 1,25~(0H)2-D circulantes en el feto.

Nuestra preparación de BLM corticales contiene membranas de túbulo

proximal y de túbulo distal. Esto podría enmascarar los posibles cambios en

la actividad de la bomba de calcio dependiente de ATP si tales alteraciones

fueran diferentes en ambos segmentos de la nefrona, como se ha sugerido para

la PTH [32], que comparte con la PTHRP el mismo receptor asociado a adenilato

ciclasa en la corteza renal [1211. La ausencia de efecto del U, AMPc sobre

la captación de calcio dependiente de ATP observada en nuestra preparación de

BLM coincide con los resultados de Bouhtiauy y cols. [188], que empleaban BLM

derivadas de túbulo proximal y distal de conejo. Sin embargo, estos

investigadores demostraron que la PTH y/o el Bt2-APMc estimulan el intercambio

Na*/Ca?+ sólo en las BLM aislados de túbulo distal [188]. Aunque nuestra

preparación de BLM corticales presentaba actividad del intercambiador Nat/Ca
2,

no pudimos detectar ningún cambio en esta actividad en BLM de ratas portadoras

del tumor W256 comparadas con membranas procedentes de animales control.

Quizás debido a la heterogeneidad de nuestra preparación de BLM (proximales

y distales>, ya que este sistema N&/Ca2, parece estar localizado en ambos

segmentos [62,63].

Otros grupos han publicado un efecto directo tanto de la PTH como

del AMPc sobre la actividad de la Ca2,Mg’~-ATPasa de BLM de corteza renal de

perro [203,204]. Sin embargo, este efecto sólo se observaba cuando la

actividad enzimátíca se medía a una concentración de calcio en la porción
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lineal de la curva obtenida al estudiar la cinética para el catión.. Así pues,

nuestros resultados no descartan un papel de la PTHRP en el mecanismo de la

estimulación de la captación de calcio en las BLM de ratas portadoras del

tumor W256.

No se conoce si la producción de PTHRP por los tumores o por

células normales es intermitente, de la misma manera que la de la PTH por las

glándulas paratiroides [205], aunque parece más probable que sea constante.

Así, los estudios ‘in vivo’ con infusiones de PTI-IRP durante varios días

reproducen las características del síndrome de Hill [116,118]. La exposición

crónica del túbulo renal a la PTHRP o su interacción con otros factores

producidos por el tumor W256 o como respuesta del huésped al tumor, podrían

ser responsables de los efectos observados en la rata portadora. Entre estos

factores, el 1,25-(OH)2-D sintetizado por este tumor [206], no parece afectar

directamente a la bomba de calcio dependiente de ATP de la BLM [32]; aunque

este agente podría aumentar el transporte activo de calcio por su efecto sobre

la CaBP en el túbulo distal [50]. El efecto de los TGF y de los TNF sobre el

mecanismo de transporte de calcio en vesículas de BLM, sí existe, se desconoce

por el momento, aunque tanto el TGFa como el TGFB o el TNFa modulan la acción

de la PTH/PTHRP sobre la adenilato ciclasa en osteoblastos y/o en células de

túbulo proximal “in vitre” [138,143, 207]. También se sabe poco acerca del

posible papel desempeñado por otras citocinas, como la IL-1, producida por

algunos tumores relacionados con HTH [149]. Así, en un trabajo reciente, se

ha demostrado que la IL-1 produce hípercalcemia y aumento de la reabsorción

tubular de calcio en la rata “in vivo” [152]. Por el contrario, en otro

trabajo también reciente se ha sugerido una posible acción inhibidora de esta

citocina sobre el incremento de la reabsorción tubular de calcio inducido por

la infusión de PTHRP en ratas [153].
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Conclusiones

1.— El carcinosarcoma de Walker 256 de rata es un modelo experimental

adecuado para el estudio del síndrome de hipercalcemia tumoral de

origen humoral (HTH).

2.- El riñón está implicado en la génesis de la hipercalcemia asociada a

este modelo de HTH mediante un aumento de la reabsorción tubular de

calcio originado por un mecanismo humoral.

3.- El carcinosarcoma de Walker 256 produce una proteína relacionada con la

parathormona de unos 18000 dalton de peso molecular aparente, similar

a la aislada de otros tumores humanos, e implicada en el desarrollo de

la hipercalcemia asociada a estos tumores,

4.- El aumento de la reabsorción tubular de calcio en el riñón de la rata

portadora del tumor de Walker 256 parece ser debido a un incremento de

la afinidad para el catión en el sistema de transporte de calcio

dependiente de ATP a través de la membrana basolateral de la célula

epitelial renal.

5.- La ausencia de efecto agudo “iii vitro” de la PTHRP <y del AMPc) sobre

el transporte de calcio dependiente de ATP en la membrana basolateral

de la célula epitelial renal, no permite descartar un efecto del factor

tras una exposición prolongada (acción crónica) o por la interacción

con otros factores de origen tumoral o producidos por el huésped en

respuesta al tumor.
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