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INTRODUCCIÓN

En cirugía de tiroides ocurre un 0,2 a 4 % de hi-
poparatiroidismo permanente, con difícil ma-

nejo médico; en nuestro hospital, es de 1,5%.

Se han desarrollado técnicas de medición intraope-
ratoria de paratohormona (PTH) para evitar esta 

condición. Esto en algunos casos ha permitido de-
finir la necesidad de realizar un autotrasplante en 
el mismo acto operatorio.(1)

El tratamiento de esta secuela postoperatoria pue-
de ser: médico con administración de calcio y vita-
mina D a permanencia; quirúrgico que puede ser 
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intraoperatorio al realizar autotrasplante de glán-
dulas resecadas o dañadas (con 99% efectividad); 
postoperatorio, intentando un autotrasplante de 
tejido criopreservado del mismo paciente (dismi-
nuye efectividad a 50%), o bien intentando un alo-
trasplante utilizando tejido paratiroídeo de pacien-
tes intervenidos por hiperparatiroidismo.(2,3)

El alotrasplante se ha intentado sin utilizar inmu-
nosupresión para evitar efectos adversos graves. Se 
ha logrado mantener una función paratiroídea nor-
mal sólo por 18 meses, hasta que los injertos son 
rechazados.(4,5)

In vitro, tampoco se logra sobrevida a largo plazo, 
ya que los cultivos de tejido paratiroídeo no logran 
mantener su función endocrina por más de 20 se-
manas.(6,7)

En nuestro laboratorio se ha establecido un méto-
do de inmortalización de células humanas, logran-
do obtener líneas celulares continuas con función 
normal a largo plazo de neuronas, músculo esque-
lético, células de granulosa humanas y varias líneas 
de tejido de rata. Todas éstas sin evidencias de tu-
morigenicidad in vitro.(8)

Por lo tanto, nuestro objetivo fue crear una línea 
continua de tejido paratiroídeo con función endo-
crina normal a largo plazo, para ser utilizada en el 
futuro como terapia celular en pacientes con hipo-
paratiroidismo postquirúrgico.

MATERIAL Y METODOLOGÍA

Durante el período de estudio, se obtuvieron 19 
muestras de tejido de 15 pacientes paratiroidecto-
mizados por hiperparatiroidismo primario o se-
cundario. El estudio fue aprobado por el Comité de 
Ética de la Facultad de Medicina de la Universidad 
de Chile. Se utilizó un consentimiento informado 
debidamente aprobado por este comité.

Se excluyeron pacientes con antecedentes de in-
fección por virus hepatitis C o B, CMV, VIH y 

pacientes con sospecha de cáncer paratiroídeo. Se 
confirmó la naturaleza benigna de las muestras por 
biopsia.

Las muestras fueron trasportadas al laboratorio en 
medio DMEM/F12 a 4°C. En el laboratorio, en 
condiciones de esterilidad bajo campana de flujo 
laminar, se procedió a disgregar mecánicamente 
el tejido, separando el estroma del parenquima. 
El parénquima identificado es cortado en piezas 
de 1 x 1 mm y disgregado enzimaticamente con 
colagenasa II al 0,2%, incubando 30 minutos a 
37ºC. Posteriormente se disgrega por pipeteo en 
pipetas de vidrio, se centrifuga para lavar el me-
dio de digestión y se siembra en placas de plástico 
para cultivo primario con medio DMEM/F12 su-
plementado con suero bovino adulto 10%, suero 
fetal bovino 5% y gentamicina (4 µgr/ml). Para 
el proceso de inmortalización se utilizó el método 
descrito anteriormente(9). En resumen, se agrega al 
medio de cultivo primario un medio condicionado 
por la línea tumoral de tiroides de rata (UCHT1) 
al 10%. Con esto se logra la transformación en un 
plazo de 1 a 8 meses.

El medio de cultivo se cambió cada 3 días o según 
necesidad, por viraje del marcador de pH (rojo fe-
nol). Para los subcultivos se utilizó método enzi-
mático con tripsina 0,2%. Se controló los cultivos 
por microscopía invertida de contraste de fases.

CURVA DE CRECIMIENTO

Al obtener el crecimiento continuo de la línea se 
sembró en placas de 6 cms. de diámetro 70.000 
céls/placa en duplicado. Se contó el número de cé-
lulas en cámara de Neubauer cada 24 hrs.

FUNCIÓN ENDOCRINA Y CURVA DOSIS RESPUESTA

La producción de paratohormona en el medio de 
cultivo se midió por radioinmunoensayo con el kit 
intact PTH Inmunoblot (DPC). Se sembró en placas 
de 6 cms de diámetro 70.000 céls/placa en dupli-
cado. Una vez logrado el 80% de confluencia se 
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cambió el medio de cultivo por un medio Joklik 
(sin calcio) suplementado con CaCl2 en concen-
traciones de 0,5 - 1 - 1,5 - 2 - 3 mM Calcio. Se 
incubó las placas en duplicado por cada condición 
por 2 horas a 37°C. Luego, se obtuvo muestras del 
medio y se congeló a 20°C para su posterior análi-
sis. Las células fueron lisadas con buffer RIPA para 
medición de proteínas por el método de Bradford, 
para la normalización de los resultados.

CRECIMIENTO EN AGAR BLANDO

Se utilizó esta prueba para evaluar el crecimiento 
celular sin anclaje, para evidenciar características 
tumorigénicas in vitro. Se agregó agar al 0,5% su-
plementado con DMEM/F12 + suero fetal bo-
vino al 10% en placas de 3,5 cm de diámetro y se 
incubó a 37°C hasta gelificar. Se preparó una sus-
pensión celular con 5x105 céls/ml en agar 0,3%. Se 
sembró las células sobre el agar 0,5% ya gelificado 
y se incubó por 21 días. Cada 7 días se agregó 200 
µlt de medio DMEM/F12 + SFB 10% para evitar 
la deshidratación del agar. A los 21 días se contó 
el número de colonias (16-50 células) formadas en 
10 campos al azar, confirmando la vitalidad con 
tripan blue. Se utilizó como control positivo la línea 
tumoral Hep2 (carcinoma epidermoide laríngeo). 
El experimento fue duplicado en serie.

INMUNOFLUORESCENCIA

Se sembró sobre cubreobjetos de vidrio en placas 
de 6 cm de diámetro a baja confluencia. Una vez 
adheridas las células, se lavó las placas con PBS. 
Se fijó con metanol frío (-20 C) por 30 minutos. 
Se lava con PBS (3 veces, 5 min cada vez), luego 
se bloquea con suero normal de caballo 10% por 
20 min. Se lava 3 veces con PBS, y se incuba con 
anticuerpo primario a 4°C toda la noche. Se utili-
zó anticuerpo anti PTH humana (N-18) de cabra 
1:100 (Santacruz Inc) y anti CaSR (receptor de 
calcio sensible) humano de ratón 1:100 (Chemi-
con). Luego se lava 3 veces con PBS y se incuba 
con anticuerpo secundario anticabra biotinilado 
(20 µg/ml - Vectorlabs) y antiratón conjugado 

24 hrs. 7 días

40 días 115 días

Fig.1 Morfología característica de células epiteliales. Se 
observó sobrecrecimiento de fibroblastos sobre los 100 días 

de cultivo. Contraste de fases. 10X

con FITC (20 µg/ml - Vectorlabs), por 1,5 hrs. 
Se lava con PBS, se montan los cubreobjetos en 
portaobjetos de vidrio con medio de montaje para 
fluorescencia (Dako). Se observa fluorescencia en 
microscopio Karl Zeiss, digitalizando imágenes 
con cámara Cool Snap sf. Como control positivo se 
utilizó tejido paratiroídeo criopreservado y culti-
vado de los mismos pacientes.

ESTADÍSTICA

Se presentan los resultados como promedio +/- 
SD (desviación estándar) de las distintas situacio-
nes experimentales. Para determinar diferencias se 
utilizó un test no paramétrico para múltiples com-
paraciones (análisis de varianza, ANOVA) y luego t 
de Student para comparaciones entre dos grupos. Se 
utilizó un valor de p < 0,05 como significativo.

RESULTADOS

De las 19 muestras obtenidas, se logró establecer 
todos los cultivos primarios. En el 98% se logró 
continuar con líneas primarias (más de 1 subcul-
tivo). Un cultivo se perdió por contaminación. 
Inicialmente se observó el crecimiento exponencial 
con características de tejido epitelial, pero sobrevi-
no el crecimiento descontrolado de fibroblastos y 
finalmente senescencia de los cultivos. (Fig. 1) Se 
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logró evaluar la función endocrina en tres líneas 
primarias, obteniendo una curva dosis respuesta 
que se asemeja a la respuesta normal del tejido pa-
ratiroídeo in vivo (se observan distintas magnitu-
des de secreción, experimento no normalizado por 
número de células). (Fig. 2) Hasta el momento, se 
ha logrado establecer una línea continua sin creci-

Curva dosis respuesta de secreción de PHT 
v/s calcio extracelular en cultivos primarios de 

paratiroides humana

Fig.2. Comportamiento funcional de los cultivos primarios 
de Paratiroides Humana. Medición de PTH con kit 
radioinmunoensayo (immunoblot-DPC). Lineas con 3 
subcultivos y hasta 150 días de cultivo.

miento de fibroblastos y sin senescencia por más 
de 100 subcultivos (línea inmortal rcPTH). La 
transformación se observó al mes de cultivo. (Fig. 
3) Esta muestra se obtuvo de un paciente varón de 
38 años que consultó por osteoporosis severa que 
fue intervenido quirúrgicamente por hiperparati-
roidismo primario. La biopsia definitiva confirmó 
un adenoma paratiroídeo.

La curva de crecimiento de esta línea da cuenta de un 
crecimiento exponencial con un tiempo de duplica-
ción de 30 hrs. (confirmado por 2 métodos) (Fig. 4)

Fig.3. La línea rcPTH presenta morfología epitelial 
característica, sin sobrecrecimiento de fibroblastos en más 
100 subcultivos. Se observa inhibición por contacto, no 
forma acúmulos ni crosslinkig. Densidad de placa de 120x105 
céls/cm2. Contraste de fases. 10X.

24 hrs. 7 días

40 días 200 días

Curva de crecimiento exponencial linea RCPTH

La respuesta secretoria de PTH frente a distintas 
concentraciones de calcio extracelular (curva do-
sis/respuesta) fue evaluada a 1 año de obtenida la 
línea celular y es inversamente proporcional a la 
concentración de calcio extracelular, similar a lo 
observado en los cultivos primarios. (Fig. 5)

La inmunofluorescencia indirecta para paratohor-
mona es positiva, observándose un patrón granular 
característico, similar al del control positivo. (Fig. 
6a) La inmunofluorescencia indirecta para el re-
ceptor de calcio (CaSR) también resultó positiva, 
como se observa en la figura 6b.

Fig. 4. Se determinó crecimiento exponencial por 
conteo en cámara de neubauer, en triplicado. Tiempo de 

duplicación de 30 hrs.
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Curva dosis respuesta de secreción de PTH v/s 
concentración de Ca+2 extracelular

Fig. 5. Se midió la secreción de PTH en el medio de cultivo 
por Radioinmunoensayo (PTH Intact - Inmunoblot - DPC). 
En duplicado. Los valores fueron normalizados por el 
contenido total de proteínas de cada placa.

A

B

Fig. 6. Inmunohistoquímica Línea rcPTH. a) Se utilizó 
Anti PTH 1:100 Sta Cruz. A la izq. se observa patrón 
citoplasmático granular característico en la línea rcPTH. 
A la derecha se evidencia marcación en línea primaria de 
Adenoma Paratiroídeo como control positivo. Se marcó el 
núcleo con yoduro de propidio. b) Se utilizó Anti CaSR 1:100 
Chemicon. Se observa a la izquierda la imagen en campo 
claro y a la derecha la marcación con patrón de membrana. 
Microscopio Fluorescencia Kart Zeiss. 40X

En la prueba de tumorigenicidad in vitro de creci-
miento en agar blando no hubo formación de colo-
nias en la línea rcPTH. Se obtuvo 16,3 céls/campo 
con un 95% de vitalidad. En el control positivo 
(Hep2) se observó la formación de 2,9 colonias/
campo con 99% de vitalidad. (Fig. 7)

Fig. 7. Prueba de tumorigenicidad in vitro. Se sembraron 
5x105 céls/placas de 5 cm. En agar blando 0.5/0.3%.(A) El 

control positivo (Hep2 - carcinoma epidermoide laríngeo) 
presentó 2,9 colonias por campo a los 14 días de cultivo, 

con 99% de vitalidad. (B) La línea PTHpc no presentó 
formación de colonias (16,3 céls/campo y 95% vitalidad). 

Experimento en triplicado y reproducido.

A

B

DISCUSIÓN

En la actualidad se discute ampliamente sobre la 
clonación y obtención in vitro de tejido humano 
para trasplante. Con este método de inmortaliza-
ción se ha logrado obtener diversas líneas celulares 
inmortales que mantienen sus características de 
diferenciación en el tiempo. A pesar de ser líneas 
continuas, no manifiestan características tumori-
génicas in vitro (tienen inhibición por contacto y 
no proliferan en agar blando). De esta forma, se 
convierte en una atractiva alternativa de obtención 
de tejido diferenciado para trasplante celular.
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La línea celular rcPTH, línea continua de parati-
roides humana, es una muestra más del efecto del 
método de inmortalización descrito. Las células 
rcPTH mantienen la expresión del receptor de cal-
cio sensible (CaSR) y mantienen la capacidad de 
respuesta normal a las concentraciones de calcio 
extracelular. Éste no se había sido logrado, a pesar 
de los intentos de varios autores que mediante la 
optimización de los cultivos primarios, buscaban 
mantener la función endocrina por un tiempo pro-
longado y así estudiar la fisiología in vitro de células 
de paratiroides humana. Otro hallazgo importan-
te es que las células rcPTH no proliferan en agar 
blando, siendo ésta la prueba in vitro más fidedig-
na de tumorigenicidad. Las células tumorales lo-
gran proliferar estando en suspensión, formando 
colonias, a diferencia de las células normales que 
requieren estar adheridas a alguna superficie para 
proliferar. La prueba de certeza para evaluar tumo-
rigenicidad es el implante de una línea celular en 
ratones atímicos (nude mice), test pendiente, ya que 
no está disponible en Chile.

La obtención de esta línea continua de paratiroides 
humana permitirá realizar estudios in vitro sobre la 
proliferación y mecanismos de regulación del teji-
do paratiroídeo en diversas patologías, como por 
ejemplo, en la insuficiencia renal. Además, una vez 
comprobada la no tumorigenicidad de la línea celu-
lar, se podrá realizar pruebas in vivo de trasplante 
celular para pacientes con hipoparatiroidismo. Y fi-
nalmente, el contar con una célula humana secreto-
ra de PTH, permitirá la purificación de la hormona 
y su posible aplicación clínica.
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