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Albimina sérica bovina
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Carboxi-

Proteina ligadora de calcio

Creatinina

Calcitonina

5’-guanililimidodifosfato
Cromatografia liquida de alta eficacia
Hipercalcemia tumoral de origen humoral
Interleucina-1

Amino-

Solucidon salina tamponada con fosfato
Prostaglandina de tipo E,
Parathormona, hormona paratiroidea
Proteina relacionada con la parathormona
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Factor de necrosis tumoral
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Introduccion

1.1 Homeostasis del calcio

1.1.1 Introduccién

El calcio es no s6lo e} catidn mas abundante del organismo sino
también el principal mensajero citosélico ionico para una gran variedad de
procesos bioguimicos y fisioldgicos. Un hombre de unos 70 kg de peso contiene
aproximadamente 1 kg de calcio, del que casi el 99% se encuentra en e}
esqueteto. S6lo el 0.1% se encuentra en el espacio extracelular, y cerca de
un tercio de éste lo estd en el plasma. La concentracion normal de calcio
plasmatico oscila de 8.8 a 10.4 mg/dl (2.2-2.6 mmol/1)}, y existe en tres
formas quimicas diferentes: aproximadamente el 45% estd en forma ionizada
(Ca™), la tnica biolégicamente activa; el 15% acomplejado con aniones como el
citrato o el fosfato; y el 40% unido reversiblemente a proteinas plasmiticas,
principalmente albumina.

En condiciones normales, la ingesta diaria de calcio en la dieta
oscila de 800 a 1000 mg, y s6lo el 30-35% es absorbido a To largo del
intestino. Como ademas hay secrecion intestinal, la captacion neta de calcio
en el tracto intestinal es aproximadamente 150 mg/dia.

El hueso de Tos adultos estd en un continuo proceso de formacidn
¥ destruccidn 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 dia aproximadamente 150 mg de calcio por la orina para
equilibrar la entrada de calcio por el intestino (figura 1).

E1 calcio forma sales con el fosfato y el oxalato que son muy poco
solubles. Para prevenir la mineralizacidn de los tejidos blandos, y por otra
parte, la desmineralizacion del hueso, ia concentracidén de calcio tiene que

estar regulada de manera precisa. Bajo condiciones normales, la homeostasis
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Figura 1: Balance de calcio en un adulto normal. las cifras se
refieren a la cantidad de calcio gque se intercambia entre el
liquido extracelular y el intestina, hueso y rifign.

cdlcica se realiza por la accion coordinada de la parathormona (PTH}, la
calcitonina (CT) y el metabolite activo de 1la vitamina D, el 1,25-
dihidroxicolecalcifero]l (1,25-(0H),-D), sobre el intestino, el hueso y el

rinon [1-5].
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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 absorcién neta de calcio desde el
intestino al fluido extracelular en el individuo aduito es aproximadamente
150-200 mg/dia, aungue varia considerablemenie incluso en sujetos normales,
dependiendo principaimente de la cantidad de calcio de la dieta y de los
niveles circulantes de 1,25-(0H},-D [6].

E1 transporte de calcio es mas eficaz en la primera porcidn del
intestino delgado, especialmente en el duodeno. Sin embargo, la mayoria del
calcio es absorbido en las porciones distales, un 65% en el ileon y un 17% en
el yeyuno. E1 calcio también es secretado al lumen intestinal via jugos
pancreaticos y bilis, aunque no se conoce si esta secrecion estd regulada por
hormonas (7,8].

En el epitelio intestinal existen dos rutas para que el calcio
pase desde la Tuz del intestino a Ta circulacion: una ruta paracelular pasiva
y una ruta transcelular activa.

Los movimientos pasivos de calcio pueden ocurrir en ambas
direcciones, hacia la circulacidn o hacia el Tumen, y se producen por
gradientes electroquimicos favorables. Esta ruta paracelular no presenta
evidencias de saturacion y parece ser independiente del 1,25-(0H),-D y de la
edad [9,10].

La absorcidn activa de calcic en el epitelio intestinal es un
proceso saturable dependiente del calcio Tuminal, alcanzando la mitad de la
absorcidon mdxima a 1-1.5 mmo1/% [11-13]. Estd correlacionada positivamente con
los niveles circulantes de 1,25-(0H),-D y con el contenido celular de una

proteina ligadora de calcio dependiente de vitamina D (CaBP) [14]. Se han
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encontrado proteinas 1ligadoras de calcio similares en otros o6rganos,
incluyendo el rifdn, el pancreas, las gldandulas paratiroideas, la placenta y

e} cerebro, aunque no se conoce su funcion en la mayoria de eltos [15].

1.1.2.2 Hueso

E1 hueso es e] principal reservorio del calcio corporal. Como ya
se ha dicho, mds del 99% del total del calcio del organismo estd presente en
este organo, aunque sd6lo cantidades pequefas 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 estdan en equilibrio
[16,17].

Hay dos mecanismos para el transporte de calcio desde el hueso al
fluido extracelular: uno es el sistema de remodelado dseo y el otro es el
intercambio de calcio entre el fluido extracelutar y la superficie cristalina
del hueso, via el fluido dseo, a través de la capa de células en reposo que
recubren el hueso.

E1 volumen o6seo estd regqulado por las acciones coordinadas de
células destructoras de hueso y de células formadoras, osteoclastos y
osteoblastos, respectivamente. La resorcion y la formacion oOseas estdn
acopladas, y el hueso estd siendo remodelado continuamente por la actividad
celular. E1 remodelado 6seo se inicia con un aumento de la actividad
osteocldstica. Los factores o mecanismos por Tlos que se activan los
osteoclastos no son del todo conocidos. Esta fase de resorcidn dura unos 10
dias, y es seguida por una fase de reversion en la que los osteoclastos dejan
paso a los osteoblastos que ocupan la laguna de resorcién. Comienza entonces

la fase de formacidn osea, en la que los osteoblastos acumulados en el foco
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resortivo se replican y producen hueso nuevo, fase que dura normalmente varios
meses [18,19].

Este mecanismo, aungue de especial relevancia en la fisiologia
6sea, no desempena un papel importante en la homeostasis cdlcica en
condiciones fisioldgicas.

E1 otro mecanismo de intercambio de calcio entre el hueso y el
fluido extracelular, es probablemente mds importante para la regulacion de 1la
homeostasis calcica, pero es un mecanismo menos conocido que el del
remodelado. E1 hecho de que la concentracion de calcio en el fiuido dseo (0.5
mmol/1) sea menor que la del plasma sugiere que hay un flujo constante de

jones de calcio hacia fuera del hueso [17].

1.1.2.3 Rinon
En un adulto sano medio, aproximadamente 10 g de calcio atraviesan
los glomérulos cada dia, reabsorbiéndose el 97-98% de esta carga filtrada, a
To largo de Tlas diferentes porciones del tibuio renal [8,20-23]. ET control

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

1.1.2.3.1 Filtracidn glomerular
Como ya se ha mencionado, en el glomérulo se filtra cada dia
aproximadamente el 1% del total del calcio corporal, lo que equivale a todo
el calcio que se encuentra fuera del esqueleto. Este proceso no esta
probablemente requlado por hormonas, aunque puede alterarse en algin grado por
variaciones del flujo sanguinec renal, y éste a su vez parece estar influido

por la PTH [24,25].
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1.1.2.3.2 Transporte tubular
Como ya se ha citado, del total del calcio filtrado en el
glomérulo, el 97-98% es reabsorbido a To largo de los diferentes segmentos del
tubulo renal. Asi, se ha comprobado que el 60-65% del calcio fi]trado se
reabsorbe en el tuibulo proximal, el 20-25% en la rama ascendente del asa de
Henle, el 10% en el tubulo distal y el resto en el tibulo colector (figura 2)

[26,27].

Superficial Proximal Asa Distal Orina

Calcio 100 - //ﬁ_/////ﬂﬁh\\
luminal
remanente
(% carga filtrada)
75 -
50 —
X
25
-8

Figura 2: Reabsorcion de calcio, representada como porcentaje de
Ta carga filtrada, a lo largo de la nefrona.
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En el tibulo proximal, la permeabiiidad paracelular para el calcio
es muy elevada, y es similar a la del sodio. La reabsorcion de sodio y de agua
mediante una ruta paracelular genera energia suficiente para arrastrar cierta
cantidad de calcio. En estudios con tibulo contorneado proximal de conejo
aislado y perfundido, no se ha podido detectar ninglin transporte neto de
calcio en condiciones en las que se habian reducido al minimo Tos gradientes
electroquimicos y la carga de solutos [28]. También se ha encontrado un
transporte activo de calcio en el tdbulo proximal, irhibible por ouabaina y
en ausencia de sodio, lo gque implica la existencia de un intercambio Na'/Ca”
en este segmento de la nefrona [29]. Se ha descrito actividad ATPasa
dependiente de calcio Tocalizada en T1a membrana basolateral del tibulo
proximal, asi como la posible influencia de 1a PTH o de otros factores sobre
este proceso de transporte activo de calcioc en esta porcidon del fubulo renal
[30-327.

No se ha encontrado un transporte neto de calcio significativo en
las ramas descendente y ascendente delgada del asa de Henle {33,341. En Ta
rama ascendente gruesa del asa de Henle, el mecanismo de reabsorcion del
calcio no estd totalmente aclarado, pero parece que el componente principal
es un flujo pasive impulsado por 1la diferencia de potencial transepitelial
( lumen-positivo) generado por la reabsorcidn activa de idn cleoruro en este
segmento de 1a nefrona [35]}. Este mecanismo se inhibe por accién de 1la
furosemida.

En el tubulo distal el calcio se reabsorbe mediante un mecanismo
activo en contra de un gradiente electroquimico. Este transporte de calcio
estd requlado por la PTH y probablemente también por el 1,25-(0H),-D, y es
independiente del sodio [36-38].
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E1 tibulo contorneado distal no es una estructura homogénea, ya
que se compone de cuatro segmentos, que pueden variar entre las diferentes
especies. E1 mds importante de ellos, en lo que a 1a modulacidén del transporte
de calcio se refiere, es el llamado granular, donde se han detectado
receptores para PTH acoplados a adenilato ciclasa, aunque no estd claro si los
efectos renales de esta hormona estdn mediados unicamente por la accidn del
AMP ciclico (AMPc) [39].

Por ultimo, e} tubulo colector ejerce un papel secundario en la
regulacion de la excrecion de calcio en comparacidén con el tdbulo distal. La
porcidn mas proximal tiene un epitelio granular similar al del tubulo distal,
que transporta calcio y responde a la PTH y al 1,25-(0H),-D. La parte mas

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

1.1.3 Mecanismos celulares de transporte de calcio

E1 transporte transcelular de calcio en el tdbulo renal supone
tres pasos: entrada en la célula a través de la membrana luminal, difusion 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 concentracidn de calcio ionico en el fluido
tubular es 0.5-1 mmol/t, y la citosélica en la célula epitelial, es 0.1-0.3
gmol/1; aunque la concentracion de calcio intracelular total es
aproximadamente 0.5 mmol/1, estando secuestrado 1a mayoria en varios orgédnulos
jntracelulares, o ligado a proteinas citosdlicas y a otros iones. Esta gran
diferencia en las concentraciones de calcio idnico entre ambos compartimentos,
determina la existencia de un gradiente quimico favorable a la entrada de

calcio al interior de la célula desde la luz del tubulo renal:; movimiento
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Figura 3: Transporte de calcio en la célula epitelial intestinal

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

fosfolipidos de membrana. RE: reticulo endoplasmico.

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 azucares y aminodcidos [42]. Este paso de entrada de calcio en

la célula renal se produce por la unién del catidn a la cara externa de la

membrana celular, mediante fosfolipidos acidicos, y posterior translocacién

a la cara citosélica de la membrana plasmdatica [43,44]). Se han sugerido otros

mecanismos para la entrada de caicio en Ta célula del tubulo renal a través

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

o no de voltaje, y sensibles o0 no a PTH o0 a nitrendipina y diltiazem [45,46].

-10-~
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Una vez que el calcio ha entrado en la célula, y para mantener su
concentracion citosdlica de 0.1-0.3 gmo1/1, 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 organulos intracelulares (mitocondria,
reticulo endopldasmico, etc).

Un papel importante en este proceso de difusion del calcio a
través de la célula epitelial lo desempefia una CaBP, detectada tanto en
intestino como en rifdén [15,47]. Bronner y cols. [13] han observado que el
transporte activo de calcio en el duodeno varia de manera Tineal a' variar el
contenido de CaBP. Algo similar podria ocurrir en la célula epitelial del
tubulo renal con la CaBP renal (CaBPr). Se ha calculado que el calcio podria
difundir en el espacio citos6lico en presencia de la CaBPr a una velocidad 30
veces superior que en ausencia de esta proteina [48].

La CaBPr es una proteina similar a la calmodulina capaz de unir
cuatro moles de calcio por cada mol de CaBPr y cuya expresidn depende del
1,25-(0H),-D [49]. En el rifion de rata, se ha localizado unicamente en el
tubulo contorneado distal [50].

Dos organulos intracelulares también participan en el control del
calcio citosélico: la mitocondria y el reticulo endopldsmico. La mitocondria
tiene Ja capacidad de tamponar grandes cantidades del catidén al acomplejarlo
con otros iones (fosfato, carbonato, etc) en el interior del organulo. la
captacién de calcio por 1la mitocondria estd facilitada por un gradiente
eléctrico producido por la salida de protones del organulo [51]. Por otra
parte, en el reticulo endopldasmico se ha localizado una ATPasa dependiente de

calcio y magnesio, de alta afinidad y baja capacidad [52].
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Una vez que el calcio ha difundido a través del citosol, debe ser
exportado a través de la membrana basolateral en contra de un gradiente
electroquimico. A este nivel actdan 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 tubulos
renales de conejo, se ha identificado una Ca*,Mg”-ATPasa, con alta afinidad
para el calcio aunque con baja capacidad [30,53-551. En tubulos de conejo, la
mayor actividad enzimdtica se encontrd en el tubulo contorneado distal y en
el tubulo colector cortical; intermedia en el tuibulo contorneado proximal y
en la rama ascendente gruesa medular del asa de Henle; y la minima actividad
en el tdbulo proximal recto, en la rama ascendente gruesa cortical del asa de
Henle y en el tubulo colector medular [30]. Empleando anticuerpos monoclonales
para la Ca”,Mg"-ATPasa de eritrocito humano, Borke y cols. [50,56] han
encontrado cantidades significativas de esta enzima sdlo en la membrana
basolateral del tubulo 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 esta localizada en la membrana basolateral, o bien
que la enzima de estos segmentos es inmunologicamente diferente de la de
eritrocito humano. De hecho, se han caracterizado dos Ca”-ATPasas insensibles
a vanadate 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 1a otra es una forma de alta afinidad y baja capacidad.
Esta dTtima es mds probable que actie a concentraciones fisioldgicas de calcio
citosdlico.

La capacidad de transporte de la Ca”,Mg”-ATPasa de la membrana

plasmdtica renal parece suficiente para efectuar el transporte de calcio
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medido en el tubulo distal [58]. Asi, Doucet y Katz [30] han encontrado en
tibulo contorneado distal de conejo wuna actividad enzimdtica de
aproximadamente 8 pmol calcio/min/mm de tibulo, valor gque concuerda con el
flujo unidireccional del catidén determinado por Imai en conejo [59], ¢ por
Costanzo y Windhager en rata [36].

En el tubulo proximal, parece que existe una relacion inversa
entre la reabsorcion de sodio y el calcio intraceiular, de tal modo que cuando
aumenta este ultimo, se reduce la primera [60]. Aungue no cabe la menor duda
de la existencia de un proceso de intercambic Na'/Ca” en Jla membrana
basolateral del tubulo proximal y distal, su papel en la regulacidon del
transporte de calcio no esta claro [54,61-63].

La naturaleza del movimiento paracelular de calcio en la nefrona
no se conoce totalmente. La proporcion de la reabsorcidon de calcio que se
reatiza por via paracelular es casi el 70% del total del movimiento
transepitelial de calcio, y se localiza en porciones proximales de la nefrona,

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

1.1.4 Regulacion de la homeostasis del calcio

Como ya hemos mencionado, la homeostasis del calcio estd requlada
por una serie de hormonas sistémicas, PTH, 1,25-(0H),-D y CT, cuya secrecidn
estd a su vez influenciada por la concentracidn de calcio plasmatico. Ademds
de estas hormonas, hay una serie de factores que pueden afectar a Ta
homeostasis calcica pero cuyos niveles circulantes, por el contrario, no se
ha demostrado que esten influenciados directamente por la concentracidon de

este catidn [64].
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1.1.4.1 Parathormona

La PTH es una hormona polipeptidica, de 84 aminodcidos en su forma
madura, sintetizada y secretada por las células principales de las gldndulas
paratiroideas [65].

La actividad bioldgica de la PTH estd contenida en los primeros
34 aminodcidos de la regidn amino- (N-) terminal [66]. Sin embargo,
recientemente, se ha sugerido que un fragmento carboxi- (C-) terminal estimula
la fosfatasa alcalina en células osteohldsticas a través de un receptor
diferente al del extremo N-terminal [67].

La sefial principal para la secrecidn de la PTH es la concentracicn
del calcio en el fluido extracelular. La disminucidon de dicha concentracidn
provoca la sintesis y secrecidn de la hormona, mientras que el aumento del
calcio extracelular es responsable de una menor secrecion de PTH. Otros
factores que afectan también a la secrecion de esta hormona son los agonistas
adrenérgicos, las prostaglandinas de la serie E, el magnesio y los metabolitos
de la vitamina D. La secrecion de PTH se inhibe por la hipomagnesemia severa
crénica y el 1,25-(0H).-D [68].

E1 papel fundamental de la PTH es la elevacién del calcio
extracelular, que se consigue mediante su accidon sobre el rindén, el hueso, y
de manera indirecta sobre el intestino, a través del estimulo de l1a sintesis
renal de 1,25-(0H),-D (figura 4) [64].

Sobre el rifdn, el efecto de la PTH consiste en aumentar la
reabsorcion tubular de calcio en el tibulo distal. Al mismo tiempo, esta
hormona inhibe la reabsorcidn tubular de fosfato y de bicarbonato en el tubulo
proximal. Por u1timo, la PTH estimula la actividad de 1a la-hidroxilasa renal,

aumentando la sintesis del 1,25-(0H),-D [24].
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Figura 4: Sistema hormonal regulador de Ta homeostasis cdlcica.
Ca,: calcio sérico. PTH: parathormona. 1,25-(0H),-D: 1,25-
dihidroxicolecalciferol.

ET1 efecto de la PTH sobre el hueso es complejo y aln no esta
totalmente aclarado. La administracidn crdénica de 1la hormona produce un
aumento del numero de osteoclastos y de su actividad; sin embargo, cuando se
administra una tnica dosis diaria, se produce un aumento de la formacidn del
hueso. Ademds, el aumento de la resorcion dsea parece producirse por Tla

mediacion de células de estirpe osteobldstica {69].
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1.1.4.2 Vitamina D

Los metabolitos de 1la 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 exposicion de las células
epidérmicas a la luz ultravioleta [14]. E1 colecalciferol asi producido sufre
una primera hidroxilacion en posicidn 25 en el higado, y posteriormente una
segunda hidroxilacion en posicidn 1, principalmente en el rifién, originando
el metabolito activo, el 1,25-(0H),-D mediante la enzima la-hidroxilasa, que
se localiza mayoritariamente en la mitocondria del tubulo proximal [70].
Diversos trabajos apoyan la existencia de sintesis extrarrenal de 1,25-(0H),-
D, por parte de células del sistema inmune, que puede ser la causa de 1Ia
hipercalcemia asociada a ciertas patologias [71].

Los principales estimuladores de la actividad la-hidroxilasa son
Tos niveles altos de PTH y la hipofosfatemia. Otros estimulos son Tos niveles
bajos de calcio sérico, la deficiencia de vitamina D, la CT, la hormona del
crecimiento, 1a prolactina y los estrdgenos. La actividad de 1a la-hidroxitasa
se inhibe por el 1,25-(0H),-D, la hipercalcemia y 1a paratiroidectomia [72].

E1 efecto principal del 1,25-{0H),-D es reqular la homeostasis
fosfo-cdlcica a nivel intestinal, donde aumenta la absorcion de calcio y de
fosfato por un mecanismo activo, y sobre el hueso, donde aumenta la resorcidn
mediante diferenciacidon de células progenitoras en osteoclastos muttinucieados
maduros [14]. E1 efecto glaobal parece ir encaminado a proporcionar una
cantidad de calcio y fosforo suficiente en el lugar de remodelado, para la
adecuada mineralizacion del hueso recién formado [73].

Por otra parte, el 1,25-(0H),-D parece tener acciones directas

sobre el rifidn requlando su propia sintesis, aumentando la del 24,25-(0H},-D,
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metabolito de la ruta de degradacidn de la vitamina D, y colaborando con la
PTH en aumentar la reabsorcion tubular de calcio mediante el estimulo de la

sintesis de la CaBPr [70].

1.1.4.3 Calcitonina

La CT es una hormona peptidica sintetizada en las células
parafoliculares de 1a gldndula tiroides, y cuya sintesis y secrecidn esta
requlada por la concentracion de calcio del liquido extracelular. Ademds, la
CT es liberada en respuesta a hormonas gastrointestinales, como la gastrina,
la secretina, el glucagén y la colecistoquinina-pancreozimina [74].

E1 papel bioldégico de la CT no se ha precisade completamente.
Inhibe Ta resorcion é6sea de manera aguda, rdpida y eficaz [75]. Actuia sobre
los osteoclastos produciendo un aumento de 1a generacion de AMPc y Ta
contraccion de su membrana celular [76,77]. Sin embargo, estos efectos no
parecen tener un papel importante en la regulacidn de l1a homeostasis crdnica
del calcio, ya gque pacientes sin tiroides o con tumores secretores de CT
(carcinoma medular de tiroides) no presentan anomalias ni en los niveles de
calcio sérico ni en estudios de histomorfometria dsea. Se ha sugerido que la
accién de la CT podria estar relacionada con la proteccidon del organismo

frente a la hipercalcemia postprandial.

1.1.4.4 Otros factores regquladores de la homeostasis
del calcio
Existen una serie de factores que afectan a la homeostasis del
calcio pero que no estdn bajo el control de su concentracidn extracelular y

no parecen ser determinantes de fa misma. Entre ellos podemos sefialar varias
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hormonas sistémicas como las hormonas tiroideas, los glucocorticoides y los
esteroides sexuales. Ademds, ciertos factores 1liberados por células del
sistema inmune se han relacionado con la homeostasis cdlcica, sobre todo por
su accion sobre el remodelado oseo 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 (TGF), de los que se hablara mds adelante.

1.2 Hipercalcemia

Los primeros métodos para determinar los niveles de calcio sérico
aparecieron en Jlos anos 20, reconociéndose casi inmediatamente que 1a
hipercalcemia solia asociarse a pacientes con cdancer [78]. Con 1a introduccion
de Jos autoanalizadores en los afos 70, 1a medida del calcio sérico se hizo
rutinaria, surgiendo la hipercalcemia como una anomalia relativamente comin.
Las neoplasias constituyen la segunda causa de hipercalcemia después del
hiperparatiroidismo primarioc en la poblacion general y la primera en pacientes
hospitalizados [79]. Otras causas de hipercalcemia, como el hipertiroidismo,
la inmoviltizacion o la intoxicacidén 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 cdncer,
en el estadio tardio del desarrollo tumoral. ET carcinoma de pulmén es el
tumor mds cominmente asociado con hipercalcemia, aunque no todos Tlos
carcinomas de pulmon cursan con esta anomalia. E1 carcinoma de mama, Tlos
tumores hematoldgicos 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 vesicula biliar) y el

ViPoma (tumor pancreitico secretor de polipéptido vasoactivo intestinal) [81].

1.2.1 Fisiopatologia

En la enfermedad maligna, la hipercalcemia se produce por un
aumento relativo de la resorcidn 6sea sobre la formacion y/o un aumento de Ta
reabsorcion tubular de calcio. La absorcidn de calcio por el intestino estd
disminuida en la mayoria de los casos.

Desde un punto de vista fisiopatoldégico, 1a hipercalcemia tumoratl
se puede dividir en dos grandes grupos: uno con afectacion oOsea,
distinguiéndose los tumores sélidos con numerosas metdstasis esqueléticas y
los tumores de tipe hematoldgico que se Tocalizan en la médula dsea; y otro
grupo que incluye los tumores sdélidos sin metdstasis esqueléticas asociadas

0 con muy escaso numero de ellas.

1.2.1.1 Hipercalcemia por osteolisis Jocal

E1 primer tipo de hipercalcemia tumoral descrite fue 1la
hipercalcemia por osteolisis local [82]. Los tumores mds cominmente asociados
a este mecanismo son el cdncer de mama, el mieloma miltiple o el linfoma. Se
cree gque la hipercalcemia en estos casos es el resultado del aumento de
resorcion dsea por los osteoclastos, mediado por factores secretados por las
células malignas en el hueso. Asi, en el mieloma miitiple hay evidencia de que
las células plasmdticas malignas que se encuentran en la médula Osea secretan

Tinfotoxina (TNFB), y esta Tinfotoxina activa Tos osteoclastos adyacentes
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[83]. De forma similar en el linfoma, la IL-1 parece estar implicada en la
estimulacidn de Ta resorcion dsea por 1os osteoclastos {84]1. En el caso del
cancer de mama, el mediador osteolitico puede estar entre las citocinas
mencionadas anteriormente, ademas de la prostaglandina E,, y/o de otros
factores no del todo conocidos [85]. Finalmente, también hay evidencias de
resorcién 6sea directa por células mononucleares y por células tumorales de

mama [85,86].

1.2.1.2 Hipercalcemia tumoral de origen humoral

En 1941, Albright describid el caso de un paciente con carcinoma
renal y una unica metastasis osea detectable, que presentaba hipercalcemia e
hipofosfatemia, sugiriendo que el factor causante de estas anomalias podria
ser la PTH o una molécula relacionada producida por el tumor [87]. La
naturaleza humoral del sindrome se confirmé posteriormente en series amplias
de pacientes en los que la hipercalcemia revertia al extirpar el tumor [88-
9073.

Los tumores que se asocian mds frecuentemente a este tipo de
hipercalcemia tumoral de origen humoral (HTH) son carcinomas epidermoides (de
pulmén, de cabeza y cuello, de ovario, etc) y carcinomas renales y
uroteliales. En el cdncer 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
metdstasis esqueléticas [81,88-90].

Los pacientes con HTH presentan, ademds de la hipercalcemia,
hipofosfatemia, aumento de la eliminacion renal de fosfato y de AMPc
nefrogénico, concentraciones normales o disminuidas de PTH inmunorreactiva y

de 1,25-(0H),-D y valores relativamente altos de excrecidn renal de calcio [90].
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Los exdmenes 0seos generalmente revelan la ausencia casi total de
metdstasis esqueléticas en los pacientes con HTH [90]. Por histomorfometria
cuantitativa, se observa un aumento del niumero de osteoclastos y una
disminucién del numero de osteoblastos y de otros parametros de formacidn

6sea, desacoplamiento gue no se detecta en el hiperparatiroidismo primario

[91].

1.2.2 Factores implicados en la fisiopatologia de 1la
hipercaicemia tumoral de origen humoral
1.2.2.1 Proteina relacionada con la parathormona

La observacidon de que la excrecidn urinaria de AMPc nefrogénico
estda elevada en pacientes con HTH, sugeria que el posible factor tumoral
hipercalcemiante interaccionaba con el receptor para la PTH acoplado a 1la
adenilato ciclasa en el tdbulo renal [90]. Ademds, este hecho predecia que los
ensayos de adenilato ciclasa sensible a PTH en células renales y dseas 0 en
membranas de estas células, podrian ser utiles en la detecciagn y purificacion
de dicho posible factor hipercaicemiante.

En 1983, tres grupos demostraron que extractos de tumores
asociados con HTH contenian una actividad estimuladora de la adenilato ciclasa
(ACSA) similar a l1a PTH [92-94]. ET1 factor responsable de la ACSA derivada de
tumores asociados con HTH era inmunoldgica, funcional y quimicamente distinto
de 1a PTH o de sus precursores biosintéticos [92,95].

En 1987, se completd la purificacion a homogeneidad del factor
responsable de la ACSA asociada a Ta HTH, una proteina de pesc molecular
16000-18000 dalton [96-99]. Los tumores de los que se purificéd tal factor

incluian uno de mama, uno renal y dos epidermoides de pulmdn asociados con HTH.
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La secuencia aminoacidica completa de esta proteina 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 homoiogia sélo en la regidn N-
terminal, donde ocho de los trece primeros residuos son idénticos. Este
dominioc homdlogo incluye una region de la molécula que es necesaria para la
activacion del receptor de ta PTH [103]. Mds alla de esta zona, las secuencias
de PTHRP y de PTH difieren completamente.

Comparada con la PTH, de 84 aminodcidos, 1la PTHRP es
considerablemente mayor. En el humano existen tres isoformas, de 139, 141 y
173 aminodcidos, cuyas secuencias son idénticas hasta el residuo 139. Estas
isoformas surgen por procesamiento alternativo de tres diferentes mRNAs, cuya
expresion depende del tejido de que se trate [104}. La proporcion en que se
secreta cada una de ellas y su importancia relativa en la fisioclogia normal
o en la fisiopatologia de la HTH, son desconocidas.

La PTHRP humana estd codificada por un gen con una unica copia
localizado en el brazo corto del cromosoma 12. Incluye dos promotores, ocho
exones y presenta varias posibilidades alternativas de procesamiento [105-
107]. Ademds del humano, se han obtenido cDNAs para PTHRP de rata, ratdn y
pollo [108-110]. Contrariamente al gen de l1a PTHRP humana, los productos de
estas otras especies no presentan procesamientos alternativos, sino que en
cada una de eilas hay un mRNA predominante que codifica moléculas de 141
residuos para la rata, y de 139 para el raton y el pollo. Las secuencias
deducidas de los cDNA de estas especies presentan gran homologia con 1a humana
en la mayor parte de la molécula, lo que sugiere que la PTHRP tiene una

funcionalidad importante, conservada a lo largo de la evolucidn (figura 5).
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Figura 5: Comparacion de las secuencias aminoacidicas de PTHRP y

PTH de humano (h), rata (r) y pollo (p), deducidas de sus
respectivos cDNA.

E1 gen de ta PTHRP se expresa en una amplia variedad de tejidos

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

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

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

[104,111-114]. Aunque el papel de la PTHRP en estos tejidos no se ha

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

Por ejemplo, se ha sugeride que la PTHRP podria controlar la transferencia de
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calcio a la Teche 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 PTHRP se localiza en neuronas que contienen gran cantidad de canales de
calcio y que también presentan niveles altos de proteina kinasa C sensiblie 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 diferenciacion [114].

La sintesis quimica y recombinante de péptidos con diferentes
secuencias de la molécula de PTHRP ha permitido el estudio de su bioactividad.
Como era de esperar por la homologia con 1a secuencia de la PTH en la regidn
N-terminal, los péptidos de la PTHRP que incluian esta zona reproducian la
biocactividad de la PTH, incluyendo: 1a estimulacion de la adenilato ciclasa
en membranas renales y en osteoblastos, la produccion de hipercalcemia "in
vivo", la estimulacién de la resorcion dsea "in vitro" y la estimulaciodn de
Ta actividad la-hidroxilasa renal [115-119]. Ademds, Ta PTHRP parece unirse
a receptores renales y 6seos indistinguibles de los de la PTH [120,121]. Sin
embargo, la proteina nativa de 141 aminodcidos de la PTHRP humana presenta
actividades unicas no compartidas por 1a PTH, como la transformacidon de
células normales de rifion y la sintesis de fibronectina por fibroblastos
humanos [122]. Recientemente, se ha encontrado que la secuencia 107-111 de Ta
region C-terminal de la PTHRP es un inhibidor potente de la resorcidn dsea
mediada por los osteoclastos [123].

Hasta ahora, se conoce poco sobre la forma o formas en que se
secreta y circula 1a PTHRP [124-126]. Dada la diversidad de tejidos que 1la
producen, la evidencia de un patron de expresion especifico de tejido y el

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

En los ultimos ahos 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 concentracicnes
diferentes dependiendo de la especificidad de los anticuerpos empelados [127-
132]. Independientemente del método utilizado, los niveles circulantes de
PTHRP estdn elevados en pacientes con HTH, siendo indetectables o cercanos a
Tos limites de deteccidn en sujetos normales. Ademds, hay evidencias de que
Tos fragmentos N- y C-terminales de 1la PTHRP circulan separadamente en
pacientes con HTH, y de que estos ultimos se acumulan en pacientes con

insuficiencia renal [125,132,133].

1.2.2.2 Factor transformante del crecimiento tipo a

Los tumores sdlidos 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 recepior, activindole [134].
E1 TGFa es un potente estimulador de 1a resorcion ésea "in vitro", con efectos
que son incluso mas potentes que Tlos de Ta PTH. También se ha visto que
estimula Ta resorcion odsea y produce hipercalcemia en ratones "in vivo"
[135,136].

Existen evidencias de la produccion simultanea de TGFa y PTHRP por
atgunos tumores [137]. Debido a que el TGFa puede ser producido por los mismos
tumores que producen PTHRP, probablemente también afecta a la homeostasis
cdlcica y esquelética en pacientes con estos tumores. E1 TGFe actia sobre
células osteoblasticas inhibiendo la respuesta de la adenitato ciclasa a la

PTH y a la PTHRP [138].
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1.2.2.3 Factor de necrosis tumoral

E1 TNF es una c¢itocina potente resorbedora de hueso, sintetizada
por macrofagos activados, que estimula Ta formacion de osteoclastos y activa
los ya maduros. Sus efectos sobre el metabolismo ¢seo son similares a los del
TGFa, y se ha comprobado que produce hipercalcemia "in vivo" [139,140].

Cierto numero de tumores sdélidos tienen 1a capacidad de producir
0 estimular Ja produccion de TNF por las células normales del huesped [141].
Células tumorales que se han hecho productoras de TNF por transfeccion de
c¢DNA, al ser inoculadas en ratones producen un sindrome hipercalcémico
asociado a resorcion 6sea elevada y a altas concentraciones circulantes de TNF
[142].

La interaccidon entre factores tumorales osteoliticos, comc la
PTHRP, con el TNF producido por las mismas células tumorales o por las células
del huésped en respuesta a la presencia del tumor, podria coadyuvar a la

hipercalcemia tumoral [143].

1.2.2.4 Interleucina-1
La IL-1 es otro potente factor estimulador de la resorcidn dsea,
con otras muchas acciones biologicas sobre una gran variedad de tejidos [144-
146] .
Cuando se infunde en ratones normatles, la IL-1 causa hipercalcemia
y aumento de la resorcion oOsea, asociada a un incremento del numerc de
osteoclastos y de sus precursores [147,148].
En tumores sdlidos asociados con HTH también se ha observado
produccion de IL-1 [149]. La IL-1 parece ejercer un efecto sinérgico junto a

PTH y PTHRP sobre la resorcidn dsea [150,151). En el rifon, la IL-1 estimula
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la reabsorcién tubular de calcio, causando hipercalcemia en ratas
tiroparatiroidectomizadas [152). Por el contrario, también se ha encontrado
una accién inhibitoria de la IL-1 sobre el incremento de la reabsorcidn

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

1.2.2.5 Otros factores

Ademds de los factores descritos anteriormente, hay otros
productos tumorales que pueden causar hipercalcemia. Bringhurst y cols. [154]
identificaron un factor distinta de la PTHRP o del T&Fa producido por células
de melanoma humano en cultivo, que causaba un aumento de la resorcidn dsea "in
vitro". Este tumor implantado en ratones atimicos causaba hipercalcemia.

Recientemente, un andlogo de la 1,25-(0H),-D, al parecer el
1,24(R)-(0H),-D, que causa resorcion osea en cultivos de hueso, se ha
encontrado en suero de un paciente con un carcinoma microcitico de pulmdn
[155].

Inicialmente, las prostaglandinas se propusieron como posibles
mediadores de 1a HTH [156]. Sin embargo, ahora parece 1improbable que
desempenen un papel importante en la HTH. Asi, aunque la produccion 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]. Ademas, el tratamiento con inhibidores
de la sintesis de prostaglandinas no ha sido util en el tratamiento de ningtn

tipo de hipercalcemia tumoral [158].

1.2.3 Modelos animales de hipercalcemia tumoral de origen humoral

Los modelos animales de hipercalcemia tumoral son de gran utilidad
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para la caracterizacion 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 tlos modelos animales de HTH se ha podido demostrar un
aumento de la resorcidn dsea mediada por los osteoclastes. Sin embargo, no se
sabe con certeza el papel que desempefian los compartimentos intestinal y renal
en el desarrolio de ta hipercalcemia asociada a estos tumores.

La mayoria de los modelos animales de HTH tienen caracteristicas
simifares a Ta HTH humana, como hipercalcemia, hipofosfatemia, disminucion de
la reabsorcidn tubular de fosfato, aumento de la eliminacion renal de AMPc y

supresion de la secrecion de PTH.

1.2.3.1 Fibrosarcoma HSDM de raton

Este tumor produce hipercalcemia paralelamente a un aumento de las
concentraciones séricas de prostaglandina E, (PGE,) [160]. En el medio de
cultivo de células de este tumor se ha demostrado la existencia de actividad
estimuladora de la resorcion dsea junto con concentraciones elevadas de PGE,.
Tanto 1la actividad de vresorcidon odsea como 1los niveles de PGE, y 1la
hipercalcemia disminuyen con el tratamiento con indometacina. Parece por
tanto, que en este modelo la hipercalcemia se debe a la produccion de PGE, o

de algun metabolito relacionado.

1.2.3.2 Carcinosarcoma VX-2 de conejo
ET tumor VX-2 también se asocia con hipercalcemia y sintesis de
PGE,, tanto "in vive" como "in vitro", aunque no parece ser ésta la causa de

la hipercalcemia sino un aumento en la absorcidén intestinal de calcio [161].
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1.2.3.3 Tumor de células de Leydig de rata
E1 tumor testicular de células de Leydig es un tumor espontaneo
y transplantable que produce un sindrome de HTH en Ta rata portadora
[162,163]. En este modelo tumoral existe un aumento de la resorcion dsea y un
componente renal coadyuvante de la hipercalcemia [164,165]. Las células del
tumor de Leydig producen factores con actividad de TGFs, estimuladores de la

resorcion dsea y de la adenilato ciclasa renal y dsea [137,166].

1.2.3.4 Carcinosarcoma de Walker 256 de rata

Este tumor mamario desarrollado espontdaneamente en 1la rata, tiene
una variante normocalcémica y otra hipercalcémica. Esta dltima se asocia con
caracteristicas de HTH [167,168]. La variante hipercalcémica del tumor de
Walker 256 (W256) produce un factor activador de la resorcidén osea [169].
Ademds, este tumor sintetiza también un factor que estimula la adenilato
ciclasa renal y osteoblastica, inhibible por antagonistas de la PTH [93].

Estudios con inhibidores de 1la resorcién dsea sobre Tla
hipercalcemia y la hipercalciuria de ratas portadoras del tumor W256, sugieren
la existencia de un componente renal coadyuvante de la hipercalcemia en este

modelo tumoral {170,171].

1.2.3.5 Otros modelos animales de hipercalcemia
tumoral de origen humoral
Ademds de lTos descritos, existen otros modelos animales de HTH que
también son objeto de atencion.
En el perro se ha estudiado un linfosarcoma y el adenocarcinoma

de gldndula apocrina de saco anal. Ambos tienen caracteristicas de HTH. En el
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caso del adenocarcinoma, el sindrome hipercalcemiante parece estar mediado por
la PTHRP [172,173].

E1 carcicoma de mama CE es un tumor humano transplantable que
produce hipercalcemia, aumento de la resorcion dsea y neutrofilia en el raton
portador [174]. La hipercalcemia se asocia con un aumento de la excreciodn
urinaria de hidroxiprolina y de AMPc.

E1 carcinoma epidermoide inducido por dimetiltbenzantraceno en piel
de ratdén produce un factor que interacciona con los receptores renales de la
PTH. Los animales portadores del tumor presentan hipercalcemia con aumento de
la resorcion dsea [175].

Varios tumores humanos gue 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 sintesis renal del 1,25-(0H),-D

dependientes de la especie animal, aun por determinar.
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Objetivos

Estudiar "in vivo" el papel del rifidn en la génesis
de la  thipercalcemia en ratas portadoras del

carcinosarcoma de Watker 256.

Estudiar la existencia de la PTHRP en extractos del

carcinosarcoma de Walker 256.
Estudiar "in vitro" el mecanismo del transporte de
calcio en el rindn de ratas portadoras del

carcinosarcoma de Walker 256.

Estudiar "in vitro" el efecto de 1a PTHRP sobre el

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

3.1 Trasplante del tumor
Se utilizaron ratas Wistar hembras de 200-250 g de peso,
alimentadas con una dieta comercial estdndar. Para los implantes, se
inocularon por via subcutdnea en el lateral derecho de los animales,
anestesiados previamente con éter, 0.2 ml (8-10 x 10° células) de una
suspension resultante de homogeneizar tejido tumoral en suero salino (0.3
g/m1). E1 mdximo desarrollc del tumor en estas condiciones se alcanza en un

periodo de 14-16 dias después del implante.

3.2 Estudios de balance metabolico

Para los estudios de balance metab6lico, las ratas portadoras del
tumor W256 en diferentes estadios de crecimiento, o controles normales sin
implante, de Tla misma edad y sexo, se colocaron en jaulas metabdlicas,
privdndolas de alimento pero no de agua durante 18-24 horas. Tras este
intervalo, se extrajo sangre por puncion intracardiaca bajo anestesia con éter
y se recogio la orina excretada durante este tiempo.

En algunos animales se extirpd el tumor, también bajo anestesia
con éter, recogiéndose sangre antes y a las 24 horas de la cirugia, y la orina
excretada durante este tiempo. Dos dias antes de la operacidén, las ratas
fueron rehidratadas mediante la administracidén diaria de 5 ml de suero salino

por inyeccidn intraperitoneal.

3.3 Andlisis de pardametros bioquimicos
E1 calcio y el magnesio en suero y en orina se analizaron por
espectrofotometria de absorcion atomica, en un espectrofotometro Perkin Elmer

305B. La creatinina en suero y en orina se valoré por colorimetria, usando

-34-



Materiales y Métodos

dcido picrico como agente precipitante [178]. La hidroxiprolina en orina se
midid por el método de Kivirikko [179]. E1 AMPc en orina se determino mediante
andlisis de competicion proteica (Amersham International, Buckingamshire, GB).
Los diferentes pardmetros en orina se expresaron como cociente frente a

creatinina.

3.4 Andlisis histolégico

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 um de espesor mediante un microtomo tipo K de Jung, provisto de cuchilla
con filo de carburo de tungsteno (perfil HKZ2), que fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina y tricromico de Goldner. Las medidas morfométricas se
realizaron mediante un sistema semiautomdtico integrado poer un microscopio con
camara clara y un tablero digitalizador conectado a un ordenador (Morphomat

30, Zeiss).

3.5 Aislamiento de Ta PTHRP del tumor de Walker 256
Para obtener los extractos se emplearon tumores de unos 12-14 dias

de crecimiento. Todas las manipulaciones se realizaron en frio.

3.5.1 Extracto urea-HC1
E1 tejido tumoral se homogeneizd en Tris-HC1 0.1 mol1/1, pH 7.4 (3
ml/g tejido), en un Potter de vidrio con pistdn de teflon mediante 10 golpes

de 30 segundos & 2000 rpm, tras lo cual se centrifugé 15 minutos a 27000 x g
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en una centrifuga J2-21 {Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, CA, EEUU), con
rotor JA-20. ET precipitado se extrajo durante una hora en agitacidén continua
con urea 8 mol/%, HC1 0.2 mol/1, cisteina 0.1 moi/1 (2 ml/g tejido). A
continuacidn, el extracto se centrifugd de nuevo 15 minutos a 27000 x g. El
sobrenadante resuitante se dializé 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) ¥

posteriormente se liofilizd [92].

3.5.2 Extracto NaCl-etanol

E1 extracto urea-HC1 Tiofilizado se resuspendidé en dcido acético
10 mmo1/1 (1.8 ml/ml del extracto previo antes de liofitizar) y NaCl 0.1
mol/1. Manteniendo la suspensidn en agitacion continua, se afadid etanol
absoluto frio lentamente hasta una concentracién final del 20%, agitando 15
minutos mds. Transcurrido este tiempo, se centrifugé 15 minutos a 16000 x g.
E1 sobrenadante se 1iofilizé, almacendndoto a -20°C hasta su utilizacién

posterior [180].

3.5.3 Purificacién de los extractos NaCl-etanol

E1 criterio de purificacion de ia PTHRP del tumor W256 fue la ACSA
renal (ver mds adelante)}. E1 método de purificacidon empleado incluia un paso
de cromatografia de inmunoafinidad y otro de HPLC de fase reversa. Este método
ha demostrado ser rapido y eficaz cuando se ha empleado para purificar medios
bioldgicos que contenian cantidades bajas de PTHRP [181].

Se empled una columna de inmunoafinidad, cedida amablemente por

el Dr. A.F. Stewart (Veterans Administration Medical Center, West Haven, CT,
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EEUU), preparada con anticuerpos de conejo contra PTHRP(1-36), ligados
covalentemente a proteina A-Sepharosa CL-4B (Pharmacia LKB Biotechnelogy,
Uppsala, Suecia) [181].

{a capacidad de unidn de la columna se caracterizd afiadiendo 1 ml
de solucién salina tamponada con fosfato (PBS: NaCl 150 mmol/1, NaHPO, 10
mmo1/1, pH 7.4) que contenia aproximadamente 10000 cpm de “*I-[Tyr*]-PTHRP(1-
36) amida, en presencia o0 ausencia del mismo péptido frio. La columna se lavo
con PBS conteniendo albdmina bovina (BSA) 0.1% y Triton X-100 0.1% (PBT}, y
posteriormente se eluyd con varias alicuotas de giicocola-HC1 200 mmol/1, pH
2.5 (glicocola-HC1). En ausencia de la PTHRP(1-36) fria, no aparecid
radiactividad en los lavados con PBT; sin embargo, el 95% de lJas cpm se
recuperaban en los primeros 2 ml eluidos con glicocola-HCY.

La presencia de cantidades crecientes de péptido frio en el
volumen de carga de la columna resulté en proporciones cada vez menores de
radiactividad adsorbida inicialmente en la columna, de tal manera que e]
trazador eluible con glicocola-HC1 disminuyé del 95% en ausencia del péptido
frio, al 92, 48 y 36% en presencia de 1, 3 y 5 ug de [Tyr*]-PTHRP({1-36) amida,
respectivamente.

£1 extracto NaCl-etanol se resuspendid en PBS y se aplico a 1la
columna de inmunoafinidad; ésta se lavo secuencialmente (5 ml cada vez) con:
PBT, PBS; NaCl 150 mmol/1 y, finalmente, glicocola-HC1. A Tas fracciones
eluidas con glicocola-HC1 se les afadid acido trifluoroacético (TFA) hasta una
concentracién final del 0.1%, almacendndolas posteriormente a -20°C.

Estas fracciones se repurificaron por HPLC, con una columna de
fase reversa Vydac (€18, 4 x 250 mm), eluida con un gradiente lineal de

acetonitrilo del 30 al 40% conteniendo TFA al 0.1%, a un flujo de 1 ml/min
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durante 40 minutos. Se recogieron fracciones de 1 ml en las que se probo la

ACSA.

3.5.4 tlectroforesis y andlisis por transferencia western

Estas fracciones de HPLC que contenian la ACSA se agruparon, se
lTiofilizaron y una parte se aplicé a un gel de poliacrilamida-SDS (18 x 13 cm,
1.5 mm grosor), con un gradiente de concentracidn de acrilamida del 10 al 18%,
desarrollando 1a electroforesis bajo una corriente eléctrica constante de 40
voltios durante una noche a temperatura ambiente [182]. Las proteinas del gel
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad, Richmond, CA, EEUU)
mediante una corriente eléctirica constante de 80 volitios durante 30 minutos
a 4°C. Para el andlisis por transferencia western, se empleé BSA al 5% como
bloqueante de los sitios de union inespecifica, un antisuero de conejo contra
PTHRP(1-74) [129] diluido 100 veces con PBS, como primer anticuerpo, y un
antisuero de burro anti-IgG de conejo con particulas de oro coloidal como
segundo anticuerpo {(E.Y Labs, Inc, San Mateo, CA, EEUU) y un método de
deteccion que incTuye un revelador y un intensificador (Janssen Products,

Clen, Bélgica) [181].

3.5.5 HPLC de exclusion molecular

Otra parte de las fracciones con ACSA tras la purificacidon por
HPLC de fase reversa, se analizdé por HPLC de exclusion 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 m1/min. Se recogieron fracciones de 0.5 m] en las que se determind

la ACSA y la inmunoreactividad de PTHRP con un radioinmunoensayo (RIA)
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especifico para PTHRP(1-36). En este RIA se emplea un antisuerc de oveja
diluido 1500 veces con PBS conteniendo BSA 10% y Triton X-100 0.1%, [Tyr*]-
PTHRP(1-36) amida como éstandar y "“I-[Tyr*]-PTHRP(1-36) amida como trazador.
La sensibilidad del ensayo fue 50-100 pmol/1 [129].

3.6 Ensayo de estimulacion de la adenilato ciclasa renal
La ACSA renal se midid en membranas aisiadas a partir de corteza
renal canina, en presencia de un andlogo no hidrolizable del GTP, 5'-
guaniiilimidodifosfato (GPP}, como activador del sistema enzimatico. En este

ensayo se mide la conversion de [a-"PJATP en [*P]AMPc [92].

3.6.1 Obtencion de membranas corticales de rifion de perro

Para cada preparacion de membranas se emplearon los dos rifones
de un perro cimarron procedente del animalario de la Fundacion Jiménez Diaz.
Una vez extraidos, los rifiones se perfundieron con suero salino {NaCl 0.9%)
con jeringa. Después se elimind la meédula, homogeneizando la corteza en
sacarosa 0.25 mol/1, EDTA 1 mmol1/3, Tris-HC1 5 mmol1/1, pH 7.4 (tampdn SET),
3 ml/g tejido, en un Potter de vidrio con piston de tefldn, mediante 10 golpes
de 30 segundos a 2000 rpm, centrifugando a continuacidn 10 minutos a 1500 x
g. ET1 precipitado se resuspendié en sacarosa 2 mol/1, EDTA 1 mmol/1, Tris §
mmoli/1, pH 7.4, 1 mi/g tejido, y se centrifugd 10 minutos a 13000 x g. E1
sobrenadante obtenido se diluyé ocho veces con EDTA 1 mmo1/1, Tris 5 mmol1/1,
pH 7.4, centrifugando a continuacidn 15 minutos a 20000 x g. E1 precipitado
se lavé tres veces con tampdén SET, resuspendiendo el precipitado final de
membranas en el mismo tampdn (0.4 ml/g corteza), almacenando las alicuotas a

-70°C hasta su utilizacién. En todos Tos tampones para la preparacién de
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membranas se afiadié un céctel de inhibidores de proteasas (fluorurc de
fenilmetilsulfonilo 0.1 mmol/1, aprotinina 2.5 unidades inhibidoras de
tripsina/mi, bacitracina 50 gg/ml). No se observd pérdida de actividad en las

membranas congeladas, en un periodo de hasta 12 meses.

3.6.2 Ensayo de la adenilato ciclasa

Se emplearon como estandares el fragmento 1-34 de la PTH bovina
{Peninsula Laboratories Europe, Ltd. Merseyside, GB) y de la PTHRP humana
(Bachem Feinchemikalien AG, Bubendorf, Suiza). E1 medio de incubacion
contenia: Tris-HC1 50 mmol1/1, pH 7.4; MgCl, 5 mmo1/7; KCT 10 mmoi/1; EGTA 1
mmol/1; BSA 1 mg/ml; un sistema regenerador de ATP consistente en
fosfocreatina quinasa 40 U/m1 y fosfocreatina 9 mmol/1; ATP-Na, 0.125 mmo1/1;
1.85 kBg [a-*PJATP (1.1 TBgq/mmol; Amersham); AMPc 1 mmol/1; ditiotritol 2
meol/1; GPP 0.1 mmol/1 y las membranas corticales. Las distintas muestras a
probar (extractos tumorales, fracciones cromatograficas y diluciones de la PTH
o de 1a PTHRP) se afiadieron en voluimenes de 10 1l de acido acético 10 mmol/1,
BSA 1 mg/m}, resultando un volumen final por tubo de 70 pi. La reacciobn
comenzd con la adicion de Ja preparacion de membranas (60 ug de proteina por
tubo) y se mantuvo durante 30 minutos a 30°C. La reaccién se termind al afadir
a cada tubo 100 ul de una solucidn de paro consistente en: Tris-HC1 50 mmo1/1,
pH 7.4; ATP-Na, 2 mmol1/1; AMPc 0.5 mmol/7 y 1.11 kBq [’H]AMPc (1.1 TBq/mmol;
Amersham), para caicular 1las recuperaciones del ensayo, calentando a
continuacion la mezcla durante tres minutos en agua hirviende. Después se
afiadieron 800 g1 de agua destilada fria a cada tubo y se centrifugd 10 minutos
a 3500 x g. Posteriormente, los sobrenadantes se aplicaron a columnas de Dowex

AG S0W-X4 lavando con 2 ml de agua para eliminar el [PP]ATP no utilizado. A
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continuacién se colocan las columnas de Dowex encima de otras con Aldmina
neutra {Sigma, St. Louis, MO, EEUU), eluyendo el AMPc {[¥PIAMPC y [’H]AMPc)
con 1 m1 de agua y finalmente con 5 mi de imidazol 0.1 mmol/1 {183]. La ACSA
se expresa como porcentaje sobre la actividad basal (100%)}. Las recuperaciones

del [*H]AMPc siempre fueron superiores al 70%.

3.7 Obtencidn de membranas de corteza renal de rata
Para la preparacidén de membranas luminates (BBM) o basolaterales
(BLM) de corteza renal de rata, se extirparon los rifiones de al menos tres
ratas controles o portadoras del tumor W256, itras un ayuno de 18 horas, en
cada experimento. Después de decapsularlos, se cortaron en rodajas de unos 0.5
mm de grosor con microtomo Stadie-Riggs (Arthur Thomas Co, Philadelphia, PA,

EEUU}), separando la meédula de la corteza con una hoja de bisturi.

3.7.1 Membranas luminales

Las BBM de corteza renal de rata se obtuvieron segin la técnica
de Hammerman y Hruska [184]. Tras separar la médula de 1a corteza renal como
se ha indicado anteriormente, esta ultima se homogeneizd en manitol 0.24
mol/1, MgCl, 10 mmol/1, KF 10 mmol1/1, Tris-Hepes 5 mmol/}, pH 6.5, 20 ml/g
tejido, mediante 10 goipes de 30 segundos a 2000 rpm en Potter de vidrio con
piston de teflion, sequido de 3 pulsos de 20 segundos a velocidad mixima con
Politron X1020 (Ystral GmbH, Dottingen, Alemania). E1 homogeneizado asi
obtenido se agitd durante 20 minutos a 4 C, centrifugando posteriormente 15
minutos a 3000 x g. E1 sobrenadante se centrifugd a su vez durante 20 minutos
a 35000 x g, obteniendo un precipitado constituido mayoritariamente por

vesiculas de BBM que se lavd tres veces con el tampon de homogeneizacion
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anterior. E1 precipitado final obtenido se resuspendid en 1 ml del mismo
tampon, empledndose a continuacion en los experimentos de transporte de

calcio.

3.7.2 Membranas basolaterales

Las BLM de corteza renal de rata se obtuvieron por centrifugacion
en gradiente de Percoll, segin la técnica de Scalera y cols. [185]. Tras
separar la médula de la corteza renal como se ha descrito, esta dltima se
diluyd en tampon SET (20 ml/g tejido), homogeneizandose a continuacidén como
se ha descrito para las BBM. E1 homogeneizado de corteza resultante se
centrifugé 15 minutos a 4500 x g. E1 sobrenadante se centrifugo 20 minutos a
20000 x g, obteniéndose un precipitado oscuro y solido rodeado de otro clarc
y blando. Este ultimo se resuspendidé en 32.2 m1 de tampdn SET y se homogeneizd
mediante cinco golpes de 30 segundos a 2000 rpm en Potter de vidrio con piston
de teflion, tras Tlo cual se ahadieron 2.8 ml de Percoll (Pharmacia) para
obtener una concentracidén final de Percoll del 8 %, centrifugando 30 minutos
a 48000 x g.

Las fracciones en las que se dividié el gradiente de Percoll se
diluyeron cinco veces con KC1 150 mmo1/17, Tris-Hepes 10 mmo1/%, pH 7.4 {tampdn
KC1-Tris-Hepes), y se centrifugaron 30 minutos a 48000 x g. Se valoraron las
actividades enzimaticas correspondientes (ver mds adelante) en Tlos
precipitados obtenidos resuspendidos en KC1-Tris-Hepes, fdacilmente separables
del Percoll, que queda como una lenteja cristalina en el fondo del tubo. Las
BLM aparecian entre los mililitros 7 y 12 del gradiente (desde el menisco).
Esta fraccidn que contenia mayoritariamente las BLM, se resuspendid en 1-2 ml

de KC1-Tris-Hepes, utilizandose inmediatamente en los diferentes experimentos.
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3.8 Caracterizacion de las preparaciones de membrana luminal y

basolateral de corteza renal de rata

3.8.1 Marcadores enzimdticos

Para caracterizar las preparaciones de BBM y BLM se empjearon las
actividades de la fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1), como marcador de BBM, y de
la Na'/K'-ATPasa (EC 3.6.1.4), como marcador de BLM.

ta fosfatasa alcalina se determind segun el método de Lowry y
cols. [186], valorando colorimétricamente (a 405 nm) la transformacion de
p-nitrofenilfosfato 10 mmol/1 en p-nitrofenol, durante 15 minutos a 37°¢C.

la actividad Na'/K'-ATPasa se determind a 37 C en un tampén de
reaccion que contenia: ATP-Na, 4 mmol/1, NaCl 0.1 mol/1, KC1 15 mmol/1, NaN,
5 mmol/Y, EGTA 0.5 mmol/1, MgCl, 4 mmol/1, imidazol 30 mmol/1, pH 7.4. La
actividad de 1a Na'/K'-ATPasa se calculd como la diferencia entre la ATPasa
total y la actividad obtenida en presencia de ouabaina 0.1 mmol/1, tras 15

minutos de incubacién.

3.8.2 Orientacion de las vesiculas de membrana basolateral

Al no haber ningin marcador enzimatico conocido con asimetria en
la BBM del tubulo renal, no se puede valorar la orientacidn de las vesiculas
de este tipo de membrana. Ademds, el transporte de calcio en la membrana
luminal de Ta célula renal es dependiente del gradiente electroquimico; por
tanto puede ocurrir en cualquier sentido segun las condiciones experimentales.

La orientacidon de las BLM se analizé de manera similar a Windus
y cols. [187]. La orientacidon se dedujo debido a la asimetria de la Na'/K'-
ATPasa, de modo que en membranas orientadas naturalmente ("right side out"),

la ouabaina actuia sobre la enzima desde el exterior de la vesicula, mientras
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que el ATP solo puede actuar desde el interior; esto determina que en estas
vesiculas no haya actividad Na'/K'-ATPasa detectable al no ser accesible el
sitio de unidén del ATP. En cambio, esta actividad enzimitica si es detectable
en las vesiculas con orientacidn antinatural {("inside out"), al estar el sitio
de unidon del ATP expuesto hacia el exterior de la vesicula, en contacto con

el medio de incubacion (figura 6).

ATP K ATP K’ ATP—
OUABAINA OUABAINA ~~0UABAINA

NATURAL ANTINATURAL NO ASIGNABLE
("RIGHT SIDE QUT") {"INSIDE OUT")

Figura 6: Posibles orientaciones de la membrana basolateral. Ver
el texto para la explicacion.

Las BLM resuspendidas en tampon KC1-Tris-Hepes, se rompieron tras
una incubacion de 15 minutos a 37°C con deoxicolato sédico 0.4 mg/mi, y
posterior congelacion a -70°C y descongelacién inmediata. La ATPasa total y
la actividad ATPasa sensible a ouabaina (Diferencia = Na'/K'-ATPasa), se

midieron antes y después del tratamiento.
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E1 porcentaje de vesiculas en las que la orientacidén no se pudo
asignar {por rotura o fallo en Ta formacicén de la vesicula) se determind por
el cociente:

Na'/K'-ATPasa antes del tratamiento
100 x

Na'/K'-ATPasa después del tratamiento

E1 porcentaje de vesiculas antinaturales se determiné por el
cociente:
ATPasa total antes del tratamiento

100 x - % no asignable
ATPasa total después del tratamiento

E1 porcentaje de vesiculas cerradas naturalmente se determing 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 vesiculas cerradas correctamente; 2) que el
tratamiento con deoxicolato y un ciclo de congelacidn y descongelacidn abre
completamente las vesiculas, y 3) que el deoxicolato no inhibe la actividad

ATPasa [187].

3.8.3 Volumen de las vesiculas de membrana basolateral

Para estimar el volumen de las vesiculas de BLM, se determind la
captacion de D-glucosa 0.1 mmo1/1 (74 kBq D-(6-"C)-glucosa; 1.85 TBq/mo1; New
England Nuclear, Boston, MA, EEUU) en Ta solucidn empleada para Ta captacidn

de calcio {ver mds adelante), pero sin calcioc y sin ATP, tras 45 minutos a
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25°C. La captacién de glucosa se detuvo por dilucién en Ta misma solucion a
4°C, filtrando posteriormente la mezcla de incubacidén a través de filtros de

acetato de celulosa de 0.45 um de didmetro de poro.

3.8.4 Microscopia electrénica

{as muestras de BBM o de BLM se fijaron con glutaraldehido 2.5%
y tetroxido 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 tenidos posteriormente con citrato de plomo y acetato de
uranilo, y finalmente, se examinaron con un microscopio electronico Hitachi

HU 12A.

3.9 Transporte de calcio en membranas corticales de rindén de rata

3.9.1 Transporte de calcio en la membrana Juminal

La captacidn de calcio por las vesiculas de BBM se vealizé a 25°C
en un volumen final de 0.5 ml de manitol 0.24 mol/1, MgCl, 1 mmol/1, KF 1
mmo1/1, Tris-Hepes 20 mmo1/1, pH 7.4, CaCl, 50 gmol/1 (37 kBqg “CaC1,, 0.66-1.28
TBg/g, New England Nuclear) [44]. La reaccion comenzo con la adicion de la
preparacion de membranas (300-600 pg proteina). A diferentes tiempos, una
alicuota de la mezcla de reaccion se diluyd 20 veces con solucidn de paro a
4°C, consistente en: LaCl, 0.5 mmol/1, manitel 0.24 mol/1, Tris-Hepes 20
mmol/1, pH 7.4, filtrdandose inmediatamente a través de filtros de acetato de
celulosa de 0.45 um de diametro de poro, y lavando a continuacién con otros
3 ml de solucidon de paro. Tras dejar secar al aire los filtros, las membranas

se solubiltizaron con 5 m]1 de liquido de centelleo, contdndose la radiactividad
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en un contador de radiacién B. Para todos los cdlculos, se descontd la

radiactividad acumulada inespecificamente en los filtros.

3.9.2 Transporte de calcio en la membrana basolateral

La captacidén de calcio por vesiculas de BLM se realizé a 25°C en
un volumen final de 0.5 m]l de KC1 0.15 mol/1, MgCl, 2 mmol/1, Tris-Hepes 10
mmol1/1, pH 7.4, CaCl1, 50 umol/1 {37 kBq “CaC1,) en presencia o no de ATP-Mg 2
mmol/1 [188}. La reaccién comenzd con la adicion de la preparacidn de
membranas (40-80 ug proteina). La reaccion se detuvo a diferentes tiempos como
se ha descrito en el apartado anterior, aunque en este caso la solucidn de
paro a 4°C consistia en tampén KC1-Tris-Hepes conteniendo LaCl, 0.5 mmol/1.

Para estudiar la cinética de captacidn de calcio dependiente de
ATP por las vesiculas de BLM, las diferentes concentraciones de Ca” del medio
de incubacion se ajustaron experimentalmente afiadiendo EGTA 0.1 mmol/1, y se
comprobaron mediante espectrofluorometria con fura-2 [189],

En algunos experimentos, se sustituyd el KC1 del medio de
incubacidn por 1a misma concentracidn de NaCl, para estudiar el efecto del
sodio sobre la captacidn de calcio dependiente de ATP por las vesiculas de

BLM.

3.10 Preparacion de tuibulos de corteza renal de rata
En algunos casos se prepararon tubules renales a partir de ratas
controles (5 al menos) por digestion de 1a corteza renal con colagenasa tipo
I {2 mg/ml en solucidn de Krebs-Henseleit, 1.2 mmol/1 CaCl,) durante 30-45
minutos a 37 C [190]. Los tubulos aislados se resuspendiercn en solucién de

Krebs-Henseleit y se incubaron 30 minutos a 37°C en presencia o no de N°,2'-0-
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dibutiril AMPc (Bt, AMPc) 0.1 mmol/1 o PTHRP{1-34) 0.1 pmol/1. Tras la
incubaciodn, se prepararon las BLM y se midid el transporte de calcio como se
ha descrito anteriormente.

En algunos experimentos, se determind la actividad de la adenilato
ciclasa en las membranas procedentes de los tibulos corticales que habian sido
o0 no preestimulados con PTHRP{1-34) como se describe mds arriba. Las BLM (15-
30 pg de proteina) se incubaron con diversos agonistas durante 30 minutos a
30°C en el mismo medio citado en el ensayo de adenilato ciclasa de membranas
corticales de perro, aunque en este caso no contenia [“PJATP ni AMPc, en un
volumen total de 0.1 ml. La reaccidn se detuvo por dilucion al anadir 0.9 ml
de suero salino frio y posterior incubacidon durante tres minutos en agua
hirviendo. Tras centrifugar durante 15 minutos a 3500 x g, el AMPc del
sobrenadante se midié con un enzimoinmunoensayo especifico (Biotrak,

Amersham).

3.11 Valoraciodn de proteinas
Las proteinas de los extractos +tumorales, fracciones
cromatograficas y preparaciones de tibulos y membranas se determinaron por el

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

3.12 Estadistica

Los valores de los experimentos "in vivo" se expresan como media

[+

E.E.M.

Los valores de los experimentos "in vitro" se expresan como media

D.E.

I+

Las diferencias estadisticas se valoraron por andlisis de Ta
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varianza seguido de 1a comparacién miltiple de medias por la prueba de
Scheffé, o por la prueba de Ta "t" de Student, considerando en cada caso como

nivel minimo de significacién p<0.05.
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Resultados

4.1 Caracteristicas del sindrome de hipercalcemia tumoral de origen
humoral en la rata portadora del tumor W256

La figura 7 muestra el crecimiento del tumor W256 a 1o largo de

Tos dias tras su implante en la rata. E1 tumor comenzaba a apreciarse a los

siete dias, describiendo una curva de crecimiento exponencial, hasta Tlegar

a un maximo a los 14-16 dias después del implante.

16Peso de tumor (g)

14 -
12

10

0 : ,/’,t H l T T 1]
0 9 10 1 12 13 14

Dias postimplante

figura 7: Crecimiento del tumor de Walker 256 tras su implante
subcutaneo en la rata. Cada punto representa media + F.E.M. de al
menos seis determinaciones.
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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 funcion
de los dias tras el implante.

A los nueve dias, el calcio en suero ya era significativamente
mayor que el del grupo control, aungue sin sobrepasar el limite de normalidad
(2.6 mmol1/1). A los 11 dias, las ratas ya eran francamente hipercalcémicas,
aumentando ain mds los niveles de calcio en suero al seqguir creciendo el
tumor. Este incremento en el calcio sérico se traducia en un aumento de la
excrecion urinaria de este cation, siendo significativamente mayor que la del
grupo control ya desde el noveno dia después del implante, aumentando a medida
que se incrementaba la calcemia.

E71 tumor W256 provoca una disminucion en la reabsorcidn tubular
de fosfato en la rata portadora, observandose hiperfosfaturia significativa
frente al grupo control desde el dia 11 tras el implante. Esta excesiva
eliminacion de fosfato induce un descenso en los niveles séricos de este
anion, significativo frente al grupo control también desde el dia 11 tras el
impiante.

En la tabla I se muestran otras caracteristicas bioquimicas 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 funcidén renal normal,
segun el aclaramiento de creatinina. Ademds, presentan un aumento
significativo frente al grupo control en la excrecidn de hidroxiprolina y un
aumento, tambien significativo frente al grupo control, en la excrecién

urinaria de AMPc.

-K2-



Resultados

Calcio sérico
{mmol/1)

4.

RN

7 - o T 1
b 14
Dias postimplente

e

Calcioc urinario
(mol/mol Cr}

o 9 " 14
Dias postimplante

Fosgfato sérico
{mmol/|

o 9 1 14
Dias postimplanie

Fosafato urinario
{mol/mo! Cr)
10

L&) ~ @

=]

© T MY

1 , w
9 n 14
Dias postimplante

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 subcutdneo. lLas dreas rayadas representan los rangos de
normalidad. Cada punto representa media + £.£.M. de al menos diez

determinaciones. *p<0.05;

control.
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Tabla I: Otras caracteristicas bioquimicas de las ratas portadoras del tumor
de Walker 256 a los 11-12 dias tras el implante subcutaneo.

CCr HO-Pro/Cr AMPc/Cr Peso tumor

{(mi/min) {mmo1/mo1) (moT/mol) (g9)

Control 0.70 + 0.03 40 + 3 1.1 +0.1 _
Walker 256 0.75 + 0.22 64 + 7** 2.0+ 0.3* 16.2 + 2.0

tos valores representan media + E.E.M. de al menos seis determinaciones.
*p<0.05; **p<0.01, 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 metdstasis tumoral, por
criterios radioldgicos y anatomopatologicos. En cambio, presentaron un marcado
aumento del numero de osteoclastos y de las superficies de resorcion,
especialmente en la zona cortical (10 y 5 veces mayor que en el hueso normal,
respectivamente) {figura 2). 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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figura 9: Superficie cortical

interna del femur Jde una rata
poriadora del iumor de Walker 256 a Tos 12 dras tras el implante

subcutaneo. Se observan numerosos osteoclastos en una laquna de
Howship {tricromico de Goldner, 400x)
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4.2 Estudio del papel del riiion en la génesis de la hipercalcemia en
ratas portadoras del tumor W256

En Ta tabla II aparecen los parametros bioguimicos en suero y en
orina de ratas portadoras del tumor W256 en diferentes estadios de crecimiento
del tumor. £n el periodo inicial, cuando el tumor tenia un peso medio de unos
4 g (grupo 1), el calcio sérico era auin normal y la excrecidén urinaria de
calcio era elevada, aunque no significativamente al compararla con la del
grupo control. La excrecidn urinaria de magnesio era tres veces mayor que la
del grupo control, aunque los niveles de este catidn en suero eran normales.
La excrecidn 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 habia aicanzado
un peso medio de unos 5 g (grupo II), las ratas portadoras presentaban una
hipercaicemia leve mientras que 1la excrecion urinaria de caicio habia
descendido casi hasta el valor del grupoc control. lLos demds pardmetros
bioquimicos estudiados permanecian como los del grupo I.

Cuando el tumor alcanzaba un peso medio de unos 9 g (grupo III),
observamos hipercalcemia e hipercalciuria en las ratas portadoras. Ademds,
estas presentaban hipofosfatemia (1.51 + 0.1 mmol/1 frente a 1.98 + 0.06

mmol1/1 en el grupo control, media + E.E.M., p<0.01) e hiperfosfaturia (6.77

i+

0.43 mol/mol Cr frente a 4.09 + 0.29 mol/mo1 Cr en el grupo control, media

=+

E.E.M., p<0.01). E1 magnesio serico y el urinario permanecian igual que en
tos otros grupos estudiados, mientras que Jla excrecidn urinaria de

hidroxiprolina era significativamente mayor que la del grupo control.
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Tabla II: Cambios en pardmetros bioquimicos en suero y en orina de ratas normales y portadoras del tumor

de Walker 256 en diferentes estadios de crecimiento.

Suero Orina
Ca Mg Ca/Cr Mg/Cr HO-Pro/Cr CCr
(mmol1/1) (mmo1/1) (mol1/mol) (mo1/mol) (mmol/mol) (ml/min}
Control 2,37 + 0,02 0.93+0.03 0.08+0.01 0.43 1 0.04 42.0 + 2.8 0.70 + 0.30
Grupo 1 2.45 + 0.02# 0.92 + 0.03 0.53 + 0.07# 1.22 + 0.18%* 58.0 + 7.3 0.57 + 0.07
Grupo II 2.78 £+ 0.03% 0.95 + 0.02 0.12 + 0.01# 1.04 + 0.13* 43.4 t 3.6 0.81 +0.12
Grupo III 3.39 + 0.08*%* 0.95 t 0.03 1.16 + 0.16%* 1.36 + 0.08%** £9.8 + 6§.8% 0.75 + 0.08

Los valores representan media * E.E.M. de al menos cinco determinaciones. *p<0.05;

con el grupo control. #p<0.01, comparade con el grupo III.

**p<0.01, comparado
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Tras la eliminacidn del tumor {(tabla III}, 1a excrecidn urinaria
de calcio disminuyd significativamente frente al valor preoperatorio en el
grupo I, mientras que aumentd, también significativamente, en los grupos Il
y I11. Los cambios en el calcio sérico tras extirpar el tumor tendieron a la
normalizacion de la calcemia en los tres grupos estudiados. La excrecidn
urinaria de magnesio disminuyo en los tres grupos, aungque no llegd a tlos
niveles del grupo control, y en los grupos 11 y III aparecido hipomagnesemia
tras la extirpacion del tumor. La eliminacidn de fosfato elevada del grupo 111
descendié a una cifra media en el rango inferior de 1a normalidad tras
extirpar el tumor (de 8.00 + 0.65 mol/mol Cr a 2.35 + 0.70 mol/mol Cr, vatores
pre y postoperatorio, respectivamente, media + E.E.M., p<0.01).

En este grupo III, la excrecion urinaria de AMPc descendid de 1.7
+ 0.3 mol/mol Cr 2 0.8 £ 0.1 mol/mol Cr (media + E.E.M., p<0.05) tras 1la
eliminacion del tumor. En ninguno de los tres grupos se observaron cambios en

la excrecion urinaria de hidroxiprolina tras la cirugia.
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Tabla I1I: Cambios en los pardmetros bioguimicos 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/1) {mmo1/1) {mol/mol) (mol/mol)

Pre 2.47 + 0.04 0.99 + 0.02 0.59 +0.11 1.21 + 0.28
Grupo 1

Post 2.45 + 0.03 0.95+ 0.04 0.23 + 0.07** 0.60 + 0.09%

Pre 2.67 + 0.07 0.95+x0.04 0.11 + 0.03 0.83 1+ 0.04
Grupo 11

Post 2.45 + 0.04 0.84 + 0.02* 0.51 + 0.12** 0.74 + 0.02

Pre 3.50 + 0.39 0.99+0.07 0.76 + 0.23 1.76 + 0.25
Grupo 111

Post 2.55 + 0.06% 0.83 + 0.04* 1.67 + 0.44* 0.97 + 0,25%

Cada vatlor representa media + E.E.M. de al menos cinco determinaciones.

*p<0.05; **p<0.01, comparado con el periodo preoperatorio.
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4.3 Purificacion de la PTHRP de extractos del tumor W256

En los primeros trabajos sobre el aislamiento del factor (o
factores) responsable de la hipercalcemia en el sindrome de HTH, se empleaba
como criterio de purificacidn la ACSA renal, ya que los pacientes con este
sindrome presentan una elevada excrecidn urinaria de AMPc nefrogénico.

Diluciones seriadas de los extractos tumorales en diferentes
estadios del procedimiento de purificacidn, mostraban curvas dosis-respuesta
de ACSA paralelas a las de PTH(1-34) y PTHRP(1-34) (figura 10).

Como se ha mencionado en el apartado de Materiales y Métodos, para
la purificacién de 1a PTHRP del tumor W256 empleamos un método de purificacion
por inmunoafinidad, a partir del extracto NaCl-etanol del tumor W256. Como se
muestra en la figura 11, la ACSA en las fracciones eluidas de la columna de
inmunoafinidad con glicocola-HC1 aparecia 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, apareciende una dnica banda con un peso molecular
aparente (Mr) de 18000 (figura 12). Cuando parte de la actividad eluida con
glicocola-HC1 de 1la columna de inmunoafinidad se procesaba por HPLC de
exclusién molecular, se obtenia un Mr similar, detectando la actividad de
PTHRP por el ensayo de ACSA y por un radioinmunoensayo especifico para
PTHRP(1-36) (figura 13). La recuperacion de l1a bioactividad de PTHRP tras e]

ultimo paso por HPLC de fase reversa fue del 5%.
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Figqura 10: Actividad estimuladora de la adenilato ciclasa de
bPTH(1-34) (M), hPTHRP(1-34} (e), extracto urea-HCl (0O) y
extracto NaCl-etanol (). Las curvas de las muestras procedentes
del tumor W256 estdn situadas en la gréfica en posiciones
arbitrarias, y las veces que se diluyeron oscilaron en los rangos
16-300 (o) y 8-8 (0O). Los valores son medias de 2-3
delterminaciones por duplicado. la desviacion estdndar de cada
valor fue siempre menor del tamafo del simbolo.
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Figura 11: Actividad estimuladora de la adenilato ciclasa (ACSA) tras la purificacidn por

HPLC de fase reversa de las fracciones eluidas con glicocola-HCl de la columna de

inmunoafinidad. La muestra se eluyé con un gradiente Tineal del 30% al 40% de acetonitrilo

en agua conteniendo dcido trifluoroacético al 0.1%. La zona rayada representa el conjunto

de fracciones con ACSA.
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Figura 12: Trasferencia western del conjunto de fracciones con
ACSA tras HPLC de fase reversa del eluido con glicocola-HCI
procedente de 1a columna de inmunoafinidad. Se observa una unica
banda correspondiente a unos 18 kDa (calle 3). En la calle 2, 100
ng de PTHRP(1-74) sintético (8.5 kDa) [118]. En la calle 1,
estdndares de peso molecular pretefidos (Bio-Rad): fosforilasa B
(106 kDa), BSA (80 kDa), ovoalbumina (49.5 kDa), anhidrasa
carbdnica (32.5 kDa), inhibidor de tripsina de soja (27.5 kDa) y
lisozima (18.5 kDa).
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Figura 13: Actividad estimuladora de 1a adenilato ciclasa (ACSA) e inmunoactividad de PTHRP
(PTHRPi ) tras HPLC de exclusidn molecular de parte de Tas fracciones eluidas con glicocola-
HCT1 de Ta columna de inmunoafinidad., la muestra se eluyd con acetonitrilo al 30% en agua
conteniendo dcido trifluoroacético al 0.1%. Como estdndares de peso molecular se emplearon:
ferritina (Vo), BSA (66 kDa), anhidrasa carbdnica (31 kDa), inhibidor de tripsina de soja
(21.5 kDa), 1isozima (14.4 kDa), insulina (5.6 kDa} y guanosina (Vs).
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4.4 [Estudio del mecanismo del aumento de Ta reabsorcién renal de
calcio en ratas portadoras del tumor W256

4.4.]1 Caracterizacion de las preparaciones de BBM y de BLM

La figura 14 representa la distribucidon de los marcadores
enzimaticos de BBM {fosfatasa alcalina) y de BLM (Na'/K'-ATPasa) a 1o largo del
gradiente de Percoll. La mayor actividad del marcador de BLM se encontraba
entre Tos mililitros 4 y 12 desde el menisco.

En la tabla IV aparecen 1los marcadores enzimdticos de Tlas
preparaciones de BBM y de BLM. La preparacion obtenida después de precipitar
con MgCl, (ver Materiales y Métodos), presentaba un enriquecimiento de unas
11 veces en la actividad de fosfatasa alcalina frente a 1a actividad en el
homogeneizado de corteza, mientras que habia una notable pérdida en la
actividad de 1a Na'/K'-ATPasa. En las membranas obtenidas por centrifugacion
en gradiente de Percoll {ver Materiales y Métodos), se observaba un
enriquecimiento (unas 15 veces) en la actividad Na'/K'-ATPasa, aunque en este
caso existia una contaminacion apreciable (<20%) de membrana luminatl.

La tabla V muestra los cambios en el contenido de proteinas en el
rifion de ratas portadoras del tumor W256 comparado con el de ratas controles.
No se encontraron diferencias significativas en el contenido de proteinas de
la corteza renal entre el grupo experimental y el control. Sin embargo, el
contenido proteico de las BBM se encontrod significativamente disminuido en las
preparaciones de ratas portadoras del tumor W256 comparade con las
preparaciones correspondientes a ratas controles. No encontramos diferencias
significativas en el contenido de proteina entre las preparaciones de BLM de

ratas portadoras del tumor W256 y ratas controles.
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Figura 14: Distribucion de marcadores enzimaticos de BBM y de BLM
en el gradiente de Percoll. Fl gradiente (35 ml) se dividio en
fracciones de 4 ml. Las actividades de cada fraccidn se expresan
como veces de purificacion frente a Ta actividad enzimdtica en el
homogeneizado de corteza (0.35 + 0.16 umol/mg proteina x min para
la fosfatasa alcalina y 5.41 + 1.40 pmol/mg proteina x h para la
Na'/K'-ATPasa). Para las preparaciones de BLM de los diferentes
experimentos, se eligieron del mililitro 7 al 12 desde el
menisca.
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Tabta IV: Andlisis de los marcadores enzimdticos de BBM y de BLM de corteza
renal de rata.

Homogeneizado BBM BLM
de corteza renal

Fosfatasa Alcalina 0.35 + 0.16 3.97 + 0.21 1.07 + 0.35
(umo1/mg proteina x min) (11.3) (3.1)
Na'/K'-ATPasa 5.41 + 1.40 0.92 + 0.27 80.83 + 25.16
(gmol/mg proteina x h) (0.2) (15.0)

Los numeros entre paréntesis reflejan las veces de purificacidn, definida como
la actividad especifica en la membrana correspondiente respecto a la del
homogeneizado de corteza. los valores representan media + D.E. de cuatro
preparaciones de BBM y 23 de BLM. Estos valores eran similares en membranas
procedenies de ratas portadoras del tumor de Walker 256.
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Tabla V: Cambios en el contenido de proteinas en el rifién de ratas portadoras
del tumor W256 comparado con el de animales controles.

Corteza renal BBM BLM
(mg/g corteza) (mg/g corteza) (mg/g corteza)
Control 141.7 £ 17.4 4.4 + 0.8 1.3+ 0.2
(27) (4) (23)
W256 141.2 + 26.9 2.9 1+ 0.5* 1.1 + 0.4
(22) (4) (18)

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

E1 andlisis de las preparaciones de membranas por microscopia
electronica reveld Jla ausencia de mitocondrias y de otros orgdnulos
subcelulares, y la presencia predominante de formas vesiculares con un
diametro de 0.1-0.3 um para las BBM y de 0.3-1.0 um para las BLM {figura 15a
y b, respectivamente).

En cuanto a la orientacion de las vesiculas de BLM, el 60% del
total tenia orientacidn asignable. De éstas, el 70% estaban orientadas de
manera natural. No se encontré ningin efecto del tumor W256 sobre 1la

orientacidn de las vesiculas de BLM.
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Figura 15: Micrografias electrdnicas de preparaciones de BBM (a)
y BLM (b) de corteza renal de rata.
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4.4.2 Transporte de calcio en las BBM

La captacion de calcio en las vesiculas 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 proteina mostraba cerca del
equilibrio una tendencia, aunque no estadisticamente significativa, a ser
mayor en las vesiculas de BBM procedentes de ratas portadoras del tumor W256
comparada con las membranas de animales controles. Esta tendencia hacia el
incremento de Ja captacion de calcio era del mismo orden de magnitud que Ta
disminucién del contenido de proteinas en las BBM de ratas portadoras del

tumor W256.

5 Captacion de calcio (nmol/mg prot)

0 I T T 3 1
Q 5 10 15 20
Tiempo (minutos)

Figura 16: Captacidn de calcio en vesiculas de BBM procedentes de
ratas controles (0O) o portadoras del tumor W256 (B). Los puntos
representan media + D.E. de 3-5 experimentos por duplicado.
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4.4.3 Transporte de calcio en las BLM

La captacion de calcio en las vesiculas 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 nucledétido, y no se encontraron
diferencias significativas en esta captacion pasiva de calcio entre las
vesiculas de BLM de ratas portadoras del tumor W256 y las de ratas control.

Como se puede observar también en la figura 17, al anadir ATP al
medio de incubacidn de las BLM, se estimulaba rdpidamente la entrada de calcio
en estas vesiculas. Esta entrada de calcio no se afectaba ni por ouabaina 2
mmol/1, inhibidor de la Na'/K'-ATPasa, ni por el rojo de rutenio 1 umol/1,
inhibidor del transporte de calcio dependiente de ATP en 1a mitocondria (tabla
VI). Sin embargo, la captacion de calcio dependiente de ATP en las vesiculas
de BLM era sensible a vanadato 1 gmel/1, inhibidor de ATPasas tipo P (tabla
VI). La adicion del iondforo para el calcio, A23187 5 umo1/7, a los 30 minutos
de incubacion en presencia de ATP, originaba una liberacidn ridpida (en dos
minutos) del calcio acumulado en el interior de las vesiculas hasta el nivel
correspondiente al calcio captado de manera pasiva (figura 17).

La captacién de calcio dependiente de ATP estaba aumentada
significativamente en vesiculas de BLM procedentes de ratas portadoras de)
tumor W256 en comparacidn con la de las membranas de animales controles
(figura 17). Ademds, este efecto era independiente de cambios que pudieran
estar inducidos por el tumor W256 en el volumen de las vesiculas. Este tiltimo,
determinado por la captacidon de glucosa en el equilibrio (ver Materiales y
Métodos) fue: 8.5 + 2.5 ul/mg proteina y 8.4 + 2.0 ul/mg proteina (media +
D.E.; n=3}, en vesiculas de BLM de animales controles y portadores del tumor

W256, respectivamente.
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) ‘Captacion de calcio (nmol/mg prot)
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Figqura 17: Captacion de calcio en vesiculas de BLM aisladas de
ratas controles (circulos) o portadoras del tumor W256
(cuadrados). la captacidn de calcio se desarrolld en ausencia
(simbolos claros} o en presencia (simbolos oscuros) de ATP 2
mmol/1. La linea discontinua representa la liberacidn del calcio
acumulado en el interior de las vesiculas a los dos minutos de
afladir al medio de incubacidn el fondforo para el calcio A23187
5 pumol/1. Los puntos representan media + D.E. de 5-7 experimentos
por triplicado. **p< 0.01, comparado con el valor correspondiente
de Ja curva control.
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Tabla VI: Efecto de diferentes inhibidores de ATPasas sobre la captacidn de

calcio dependiente de ATP en vesiculas de BLM procedente de corteza renal de
rata.

Adicidn Captacion de calcio %
(nmol/mg proteina)

Vehiculo 5.02 + 0.19 100.0
Quabaina (2 mmol/1) 4.86 + 0.49 96.8
Rojo de rutenio (1 umol/1) 4.92 + 0.32 97.9
Vanadato (1 umol/1) 3.24 + (.20 64.5

Las BLM se pretrataron con los inhibidores durante 30 minutos a 25°C, y
estuvieron también presentes en el medio de incubacidén durante la captacidn
de calcio (3 minutos). Los valores son medias + D.E. de triplicados.

La cinética del transparte de calcio dependiente de ATP en
vesiculas de BLM se muestra en la figura 18. La Km para el calcio fue 0.45 +
0.06 ymol/1 en BLM de ratas controles, y 0.32 + 0.07 umo1/1 en BLM de ratas
portadoras del tumor W256 (media + D.E., n=3; p<0.05). La Vmax fue similar en
ambos casos {3.00 + 0.84 nmol/mg proteina x min y 3.12 + 0.50 nmo1/mg proteina

x min; media + D.E., n=3, respectivamente).
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Figura 18: Cinética de la captacidn de calcio dependiente de ATP
en vesiculas de BLM procedentes de ratas controles (0) o
portadoras del tumor W256 (W) en un experimento representativo.
La captacidn de calcio en ausencia del nucledtido fue sustraida
de la correspondiente en su presencia. En el recuadro se
representa la linearizacion de Lineweaver-Burk correspondiente.
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La presencia de un gradiente de sodio orientado hacia el interior
de las vesiculas produjo una disminucion de la captacion de calicio dependiente
de ATP tras 10 minutos de incubacidn del 51 + 12% y del 50 + 6% (media + D.E.,

n

H

3) en BLM de ratas controles y de ratas portadoras del tumor W256,

respectivamente.

4.5 [fecto de la PTHRP(1-34) y del Bt, AMPc sgbre el transporte de
calcio en el riion de rata

La preincubacidon durante 30 wminutos de tidbulos corticales
obtenidos de ratas controles con PTHRP(1-34) 0.1 gmo1/7 o Bt, AMPc 0.1 mmoi/1,
no afectaba la captacidn de calcio dependiente de ATP en las vesiculas de BLM
preparadas a partir de esos tubulos. Asi, a los 10 minutos de incubacion, los
valores de captacién expresados como porcentaje sobre el obtenido en BLM de
los tidbulos tratados con solucion salina (4.09 + 0.64 nmol/mg proteina, media
+ D.E.; 100%) fueron: 102 + 9% y 100 + 1%, para tubulos tratados con PTHRP o
con Bt, 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
tibulos y posteriormente de las BLM. De hecho, Jla actividad basal de Tla
adenilato ciclasa en las BLM de los tubulos preestimulados con PTHRP era unas
dos veces superior a la de las membranas procedentes de los tubulos tratados
con solucion salina {(tabla VII). Ademds, las BLM obtenidas de ambas

preparaciones de tubulos respoendian a diferentes agonistas (tabla VII).
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Tabla VII: Actividad de la adenilato ciclasa en BLM aisladas de tiubulos
corticales de ratas controles.

Agonista Tibulos + solucidon salina Tubulos + PTHRP
(nmo1/mg proteina x 30 min) (nmol/mg proteina x 30
min)
Basal 2.26 + 0.43 3.86 + 0.82°
bPTH(1-34) 0.1 umol/1 13.35 + 2.38° —
[Tyr*]PTHRP(1-36) 0.1 gmol/1  11.78 + 3.85° 9.30 + 1.48°
Forskolina 10 pmol/] 37.96 + 9.3%° 30.69 + 3.67°
Arg-vasopresina 1 umol/1 3.53 + 0.59° 3.4]1 + 0.45

Tubulos aislados de corteza renal de ratas controles se preincubaron con
solucion salina o PTHRP, y posteriormente las BLM obtenidas como se describe
en el texto (ver Materiales y Métodos), se trataron con Tos agonistas en
presencia de ATP 125 umol/1. Los valores son media + D.E. (n=4). *p<0.01

frente al basal de tubulos preincubados con solucion salina; °p<0.01 frente
al basal de tubuios preincubados con PTHRP{1-34).
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Discusidn

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 sindrome
de HTH [192]. Uno de estos modelos es una variedad del carcinosarcoma W256,
inductor de este sindrome en la rata a través de un mecanismo alin no
completamente caracterizado [167].

En el presente estudio hemos encontrado que el implante subcutdneo
del tumor W256 induce en la rata portadora hipercalcemia e hipofosfatemia a
los 10-12 dias tras el implante, cuando la funcidn renal es aln normal, como
lo indica la excrecion uriparia de creatinina. Otras caracteristicas que
presentan las ratas portadoras del tumor W256 son un incremento de la
resorcion dsea, indicado tanto por la histomorfometria d6sea como por el
aumento de la excrecion urinaria de hidroxiprolina, en ausencia de metdstasis
esqueléticas, y un aumento de la excrecidn urinaria de AMPc. Esta dltima
caracteristica se ha utilizado para diferenciar el sindrome de HTH de otras
hipercalcemias de origen tumoral {90].

La produccidon 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 caracteristicas bioguimicas de estos animales antes y después de
serles extirpado el tumor. £n una fase inicial, cuando el tumor alcanza unos
4 g de peso medio, el aumento de resorcion d¢sea se evidenciaba por 1la
tendencia a una excrecion urinaria elevada de hidroxiprolina y 1a eliminacién
del exceso de calcio por la orina. La elevada excrecion urinaria de magnesio
que aparece paralela a la elevada excrecidn urinaria de calcio, apoya la
existencia de un mecanismo de transporte comin para ambos cationes en el

tubulo renal [24].

-78-



Discusion

En la siguiente fase del crecimiento tumoral estudiada, cuando
comienza a aparecer la hipercalcemia, la excrecidén urinaria de calcio
descendid hasta el valor del grupo control, mientras que la excrecidn urinaria
de magnesio seguia siendo elevada. Estos resultados sugieren que en esta fase
existe un aumento de la reabsorcion tubular de calcio.

En el periodo mds avanzado de crecimiento tumoral estudiado se
observé hipercalcemia, hipercalciuria, hipofosfatemia e hiperfosfaturia. Las
ratas portadoras del tumor W256 en esta fase presentaban ademds una excrecion
urinaria de hidroxiprolina y de AMPc elevadas. Todas estas caracteristicas se
han descrito en pacientes con HTH [90]. E1 exceso de calcio extracelular
procedente de la resorcidn ¢sea, muy aumentada durante este periodo, impediria
poner de manifiesto el incremento de reabsorcién tubular de calcio sugerido
en la fase anterior, cuando la hipercalcemia era todavia moderada.

En nuestro estudio hemos observado que la excrecidn urinaria de
calcio aumentd notablemente tras extirpar el tumor sdlo en los periodos en Tos
que las ratas mostraban hipercalcemia {grupos II y III, tabla 1Il). Este
aumento era independiente de posibles alteraciones en la excrecidén urinaria
de sodio, ya que las ratas se rehidrataron con suero salino durante las 48
horas anteriores a la eliminacion del tumor. Al mismo tiempo, observamos una
disminucion de la eliminacion de magnesio por la orina tras extirpar el tumor,
en los tres grupos estudiados. Por otra parte, tras extirpar el tumor, se
observd una tendencia a la normalizacion de los valores postoperatorios de la
calcemia y de las eliminaciones de fosfato y de AMPc. Sin embargo, 1la
excrecion urinaria de hidroxiprolina no varioé significativamente tras eliminar
el tumor, aunque este hecho podria explicarse porque esta sustancia puede
proceder no sdlo del coldgeno 6seo, sino también de otros tejidos posiblemente

afectados en el proceso quirurgico.
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Estos resultados sugieren que el tumor W256 produce un factor (o
factores) capaz de estimular la reabsorcion tubular renal del calcio,
independientemente del sodio, en la rata huésped. E1 origen de Jla
hipercalcemia en Tlas ratas portadoras del tumor W256 parece deberse
fundamentalmente a un mecanismo renal en una primera fase (grupo II, tabla
I1), junto a un aumento de la resorcidon 6sea posterior (grupo III, tabla II}).
Algo similar se ha observado en pacientes en diferentes estadios de desarrollo
del sindrome de HTH [193].

Nuestros estudios, Jjunto con Tlos de otros 1investigadores
[171,193,194], apoyan la hipdtesis del papel importante del rifion en la
patogénesis de la hipercalcemia asociada a ciertas neoplasias.

Entre los factores propuestos como mediadores del sindrome de HTH,
la PTHRP es uno de los gque se considera tienen mds importancia en el
desarrollo de esta patologia asociada al cdncer [195]. Previamente, se ha
detectado ACSA en extractos del tumor W256 parcialmente purificados por
filtracién 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 extraidos secuencialmente con urea-HC1 y NaCl-etanol, y repurificados
mediante diversas técnicas cromatograficas.

Hemos aplicado un método de purificacién 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 requerian
numerosos pasos en el proceso de purificacion. Debido a 1a gran homologia en
la estructura primaria de la PTHRP de diversas especies, cuyas secuencias se

determinaron a partir de sus respectivos ¢DNA [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 ellias, la rata. Siguiendo el protocolo
mencionade anteriormente, Tla ACSA del tumor W256 repurificada por
inmunoafinidad eluia de wuna columna de HPLC de fase reversa a una
concentracién de acetonitrilo que coincide con 1a obtenida para PTHRP de otras
especies [96,172]. La presencia de un pico de bioactividad no totalmente
homogéneo tras la purificacion por HPLC de fase reversa podria sugerir que
existe mds de una forma de PTHRP en el extracto del tumor W256. Sin embargo,
el andlisis por transferencia western de las fracciones de HPLC que contenian
la ACSA reveld una linica banda correspondiente a un Mr de unos 18000 dalton,
de acuerdo con el Mr aparente obtenido por cromatografia de exclusion
molecular. Este Mr de 18000 daiton es similar al obtenido para la PTHRP
aislada de tumores asociados a la HTH en humanos [96-98].

No sahemos si esta especie de PTHRP es 1la unica forma circulante
en la rata. Trabajos previos han demostrado inmunoreactividad para PTHRP en
el plasma de ratas portadoras de tumores asociados a HTH incluido el W256
[197,199]. En humano, se han detectado al menos dos especies de PTHRP, N-
terminal y C-terminal, en el plasma de pacientes con HTH [125]. Ademds, en
pacientes con insuficiencia renal se ha encontrado una acumulacidén de
fragmentos C-terminales de la PTHRP [133]. Sin embargo, se desconoce sj los
diferentes fragmentos circulantes de PTHRP detectados en diversas
circunstancias ejercen o no alguna funcion especifica.

Nuestros resultados, junto con otros previos, apoyan la existencia
de una PTHRP similar en la rata y en humano [172]. ET1 procedimiento de
purificacién por inmunoafinidad descrito puede ser vdlido para la purificacion
de la PTHRP de especies distintas, o para la deteccion de diferentes

fragmentos empleando columnas con anticuerpos dirigidos contra distintos
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epitopos de la molécula, como se ha descrito para plasma humano [125].

Segtin se ha descrito en la Introduccidn, la mayor parte de la
reabsorcion de calcio en la nefrona tiene lugar en el tubulo proximal. En este
segmento, el transporte de calcio ocurre principalmente por difusidn
peritubular asociada a la de sodio, aunque también parece estar implicada una
ruta transcelular activa independiente del sadio. En el tubulo distal, el
calcio se reabsorbe en contra de un gradiente electroguimico por un mecanismo
transcelular activo. Este segmento de la nefrona es el responsable de 1la
regulacién fina del transporte de «calcio [17,21-23]. EI transporte
transcelular de calcio comprende su entrada por la BBM y su salida por la BLM
mediante el intercambiador sodio/calcio y/o la 1lamada bomba de calcio
dependiente de ATP, siendo esta ultima predominante [53-53].

Nuestros resultados demuestran una tendencia al aumento de la
captacién de calcio por vesiculas de BBM de ratas portadoras dei tumor W256
comparada con la de membranas procedentes de animales controles; aunque la
diferencia no alcanzdé significacion estadistica. Esta tendencia al incremento
de 1la captacion de calcio se observé en paralelo con la disminucidén en el
contenido de proteina de las BBM de ratas portadoras del tumor %256, como
consecuencia tal vez de Ta caquexia asociada con esfe modelo tumoral [200}.
Datos previos han demostrado que la captacidon de calcio por la BBM ocurre
principalmente a través de la unidn del catidn a fosfolipidos acidicos de la
membrana seguido de su translocacidon a la cara interna de la membrana [43,44].
Por 1o tanto, la disminucion de proteinas de 1a BBM podria promover esta uniodn
del calcio y su translocacion. Este efecto podria contribuir al descenso en
el movimiento transcelular del calcio en el tubulo proximal de las ratas
portadoras del tumor W256, segmento que ademds carece de ta CaBP implicada en

la difusidn del calcio a través de la célula epitelial [47].
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Por otra parte, nuestros resultados indican que la captacion de
calcio dependiente de ATP por la BLM estd estimulada en las ratas portadoras
del tumor W256. Mds aln, esta estimulacion parece ser debida a una disminucidn
de la Km para el calcio. Trabajos previos indican que la mayor actividad de
la bomba de calcio dependiente de ATP estd en el tubulo distal, y que la
mayoria de esta actividad en preparaciones de BLM de corteza renal se debe a
la del tibulo distal [30,32,56]. Por 1o tanto, el aumento de la captacion de
calcio dependiente de ATP en nuestra preparacién de BLM parece reflejar una
estimutacion de esta actividad en el tdibulo 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 filtracion glomerular aumentada en
estos animales, la captacidn de calcio dependiente de ATP elevada observada
en la BLM es mds probable que sea consecuencia del efecto de uno o varios
factores humorales. La PTHRP, que es sintetizada por este tumor como hemos
demostrado anteriormente, podria ser un posible mediador, ya que se ha visto
que incrementa 1a reabsorcion tubular de calcio cuando se infunde a ratas
tirgoparatiroidectomizadas [116]. Mas aidn, en un trabajo previo, hemos
encontrado que una fraccién parcialmente purificada del tumor W256 que
presentaba ACSA aumentaba el flujo unidireccional de calcio en células renales
con caracteristicas de tubulo distal [196]. Sin embargo, la preestimulacién
de tibulos corticales de rata con PTHRP (o con Bt, AMPc) no afectaba la
captacion de calcio dependiente de ATP en vesiculas de BLM aisladas
posteriormente a partir de esos tibulos, a pesar de que dichas membranas
presentaban una estimulacidn de 1a adenilato ciclasa, que ademds mantenia la

capacidad de responder a diferentes agentes.
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En este sentido, Care y cols. [201], no encontraron ningin efecto
en e] transporte de calcio en placenta ovina cuando infundian el fragmento (1-
34) de 1a PTHRP y si cuando el péptido contenia la secuencia 67-86. Por otra
parte, Barlet y cols. [202], han asociado el aumento del transporte de calcio
en placenta ovina producido por la infusién de PTHRP(1-34) con el aumento de
los niveles de 1,25-(0H),-D circulantes en el feto.

Nuestra preparacidn de BLM corticales contiene membranas de tubuio
proximal y de tubulo dista). Esto podria 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
ta PTH [32], que comparte con la PTHRP el mismo receptor asociado a adenilato
ciclasa en la corteza renal [121]. La ausencia de efecto del Bt, AMPc sobre
la captacion de calcio dependiente de ATP observada en nuestra preparacidn de
BLM coincide con los resultados de Bouhtiauy y cols. [188], que empleaban BLM
derivadas de 1tubulo proximal y distal de conejo. Sin embargo, estos
investigadores demostraron que 1a PTH y/o el Bt,-APMc estimulan el intercambio
Na'/Ca* sdlo en las BLM aislados de tibulo distal [188]. Aungue nuestra
preparacién de BLM corticales presentaba actividad del intercambiador Na'/Ca®,
no pudimos detectar ningin cambio en esta actividad en BLM de ratas portadoras
del tumor W256 comparadas con membranas procedentes de animales control.
Quizas debido a la heterogeneidad de nuestra preparacion de BLM {proximales
y distales), ya que este sistema Na'/Ca™, 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 Ca®,Mg”-ATPasa de BLM de corteza renal de
perro [203,204]. Sin embargo, este efecto sdlo se observaba cuando 1la

actividad enzimdtica se media a una concentracidn de calcio en la porcidn
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lineal de 1a curva obtenida al estudiar la cinética para el catidn. Asi pues,
nuestros resultados no descartan un papel de la PTHRP en el mecanismo de la
estimulacidon de la captacion de calcio en las BLM de ratas portadoras del
tumor W256.

No se conoce si la produccién de PTHRP por tlos tumores o por
células normales es intermitente, de la misma manera que 1a de la PTH por las
glandulas paratiroides [205], aunque parece mds probable que sea constante.
Asi, los estudios "in vivo" con infusiones de PTHRP durante varios dias
reproducen las caracteristicas del sindrome de HTH [116,118]. La exposicion
crdonica del tubulo renal a la PTHRP o su interaccidén cen otros factores
producidos por el tumor W256 o como respuesta del huésped al tumor, podrian
ser responsables de los efectos observados en la rata portadora. Entre estos
factores, el 1,25-(0H),-D sintetizado por este tumor [206], no parece afectar
directamente a Ta bomba de calcio dependiente de ATP de la BLM [32]; aungue
este agente podria aumentar el transporte activo de calcio por su efecto sobre
la CaBP en el tubulo distal [50]. E1 efecto de los TGF y de los TNF sobre el
mecanismo de transporte de calcio en vesiculas de BLM, si existe, se desconoce
por el momento, aunque tanto el TGFe como el TGFB o el TNFa modulan la accion
de la PTH/PTHRP sobre la adenilato ciclasa en osteoblastos y/o en células de
tubulo proximal "in vitro" [138,143, 207]. También se sabe poco acerca del
posible papel desempefiado por otras citocinas, como 1a IL-1, producida por
algunos tumores relacionados con HTH [149]. Asi, en un trabajo reciente, se
ha demostrado que la IL-1 produce hipercalcemia y aumento de la reabsorcidn
tubular de calcio en la rata "in vive" [152]. Por el contrario, en otro
trabajo también reciente se ha sugerido una posible accion inhibidora de esta
citocina sobre el incremento de Ta reabsorcion tubular de calcio inducido por

la infusidn de PTHRP en ratas [153].
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Conclusiones

E1 carcinosarcoma de Walker 256 de rata es un modelo experimental
adecuado para el estudio del sindrome de hipercalcemia tumoral de

origen humoral (HTH).

E1 rifion estd implicado en la génesis de la hipercalcemia asociada a
este modelo de HTH mediante un aumento de la reabsorcién tubular de

calcio originado por un mecanismo humoral.

E1 carcinosarcoma de Walker 256 produce una proteina relacionada con 1la
parathormona de unos 18000 daiton de peso molecular aparente, similar
a la aislada de otros tumores humanos, e implicada en el desarrollo de

la hipercalcemia asociada a estos tumores.

E1 aumento de la reabsorcidén tubular de calcio en el riftdn de la rata
portadora del tumor de Walker 256 parece ser debido a un incremento de
la afinidad para el cation en el sistema de transporte de calcio
dependiente de ATP a través de la membrana basolateral de la célula

epitelial renal.

La ausencia de efecto agudo "in 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 exposicidn prolongada (accidon cronica) o por la interaccidn
con otros factores de origen tumoral o producidos por el huésped en

respuesta al tumor.
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