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Laboratorul 10
INVESTIGA TIl HORMONALE.
PRINCIPIUL IMUNOCOMPETI TIEI.
DETERMIN ARI HORMONALE CU IMPLICA TIlI IN STOMATOLOGIE.
DETERMINAREA PARATHORMONULUI.

1. Investig&ii hormonale

Un hormon este un compus chimic eliberat de unansgiumulte celule care regleaz
activitatea altor celule. Este in egenn mesager chimic care transmite un semnal de la o
celuk la alta. Hormonii tind & coordoneze diferite procese metabolice din organiBoate
organismele multicelulare produc hormoni; hormoregetali se mai numesc fitohormoni.
Hormonii sunt transportain sange. In sange, hormonul se kedg proteina transportoare
plasmatid specifia, formand un complex, care este apoi transportatdsni catre celulele
tinta.

Celulele prezirit receptori specifici pentru hormoni. Hormonul sagede receptosi
activeaz un mecanism de transdigcal semnalului care duce in cele din &if@ raspunsuri
specifice tipului de celule. Reglarea seeieunor hormoni din glandele endocrine este
controlat printr-un mecanism de ,feedback negativ’: hormomliberat dintr-o glani
regleaz eliberarea unui alt hormon dintr-o a doua gkargére apoi controledzprodugia de
hormoni din glanda endoctin(axa de reglare hipotalamus-hipafiglanch endocri).
Nivelul plasmatic al hormonului sau al unei subgtgoroduse deesutultinta ca tispuns la
hormon poate inhiba eliberarea ulteribarhormonului.

Exista trei clase de hormoni in fume de locul de sintézsi de locul de agune:

e Hormoni autocrini: cei care @oneaz asupra aceloga celule care i
sintetizeaz;

* Hormoni paracrini: cei care sunt sintetizéoarte aproape de locul lor de
agiune

* Hormoni endocrini: cei care sunt sintetizadle glandele endocrinsi
transporté in sange dtre celulelginta care corin receptorii.

Exista patru clase de hormoni bazate pe structura chimic

* Peptide sau hormoni proteici: ex. hormon care sdifi# tirotropina (TRH),
insulina, gonadotropine hipofizare;

» Derivai de aminoacizi: ex. adrenalincatecolamine, hormoni tiroidieni;

» Derivai ai acizilor grai: ex: eicosanoide (prostaglandine);

* Hormoni steroizi: acgia sunt deriva ai colesterolului; ex. estradiol,
testosteron, cortizol, aldosteron;

Investigarea funeei unei glande endocrine uéineste prezeta simptomelor clinice de
hiper sau hipofuntee a glandei endocrine.

Pentru evaluarea futiei endocrine, sunt necesare dtoarele nisuratori fie ca atare,
fie Tn asociere:

- concentrga plasmati& a hormonului

- excreia urinag fie a hormonului, fie a prodilor de catabolism

- dinamica secteei hormonului

- rezerva hormonalsi reglarea hormonalprin teste dinamice



- nivelul receptorilor hormonali

- efectele selective ale hormonului asugsuturilortinta

Cele trei tehnici majore utilizate pentrdisafitorile endocrine sunt uriitoarele:

 Testele imunologicebazate pe complexul imun antigen-anticorp, dicaee exist
doui subcategorii:

1 imunocompetie

[ tip sandwich

* Analize cromatografice

» Spectrometrie de mas

2. Principiul metodei de imunocompetiie

Imunodetermidrile sunt metode analitice cantitative bazate pagie dintre un
antigen (Ag)si anticorpul specific (Ab), caracterizate printrsensibilitatesi specificitate
ridicate.

Imunodetermiarile pot fi clasificate in dautipuri: bazate pe compeaa imura si cu
douwa situsuri. Ambele metode folosesc un marker. Markpoate fi: un atom, un ion sau o
molecuk, care este legat fie de Ab fie de Aigcare are proprietatea de a da un semnal care
poate fi nmisurat cantitativ. Markerii fologi sunt de 3 tipuri: radioactiv, enzimatic sau
luminiscent.

Competiia imura reprezind competiia care apare intre un antigen (Agun antigen
marcat (Ag *) pentru legarea de anticorp (Ab), fand un complex imun (Ag-Aki Ag * -
ADb) .

Dupa stabilirea echilibrului in rea@ imurg, se folosgte o metod pentru a separa
fractia nereagonaé de Agsi Ag * de fragia legati in complexele imune. Apoi, seasoat
semnalele emise.

Utilizand standarde de Ag, se conststeeo curld de calibrare. Concentra de Ag
intr-o proki biologici poate fi determinatfolosind aceagtcurki de calibrare.

3. Determinari hormonale Tn stomatologie

Manifestirile orale mai frecvente la pacig@rcu tulbuiari endocrine sunt:

- in hipertiroidism: eruge denta accelerat, osteoporoz, marireatesutului tiroidian
extraglandular, carii boli parodontale.

- In hipotiroidism: hipoplazia smailui, macroglosie.

- In hiperparatiroidism: tumeér bruré, pierderea dengiii osoase, calcifierea
tesuturilor moisi anomalii dentare.

- In hipoparatiroidism: anomalii dentare, intaregersau incetarea eterii si
dezvoltrii dentare, parestezii ale limbii sau buzejoalterarea mgchilor faciali.

- Glandele suprarenale: in boala Addison: peteeratiistrui in mucoasa bucal

Hormonii investigati sunt: hormonii tiroidieni, @hormonul (PTH), cortizolul,
testosteronul, estradiolul, progesteronul, dehidi@elrosteronul (DHEA), hormonul
luteinizant.

4. Hormonul paratiroidian

Hormonul paratiroidian (PTH) este secretat addulele glandelor paratiroide sub
formaunui polipeptid care cortine 84 de aminoaciziPTH stimuleaz resorhjia intestinad a
calciului, agionand in strariscorelaie cu vitamina D; scade eliminle urinare de calciu,
stimuland elimidrile de fosfa si potasiu, prin siderea reabsotiei lor tubulare.

La nivelul oaselor, PTH mobilizeazirurile fosfocalcice, prin cgerea nurarului si
stimularea activittii osteoclastelor. Urmarea acestor efecte stnegterea calcemiei si
sciderea fosfatemiei. PTH creste activitatea enzimei, care transfarm 25-
hidroxicolecalciferolul in 1,25-dihidroxicolecaleifol, forma activa a vitaminei D.



PTH are aplicgi clinice semnificative. Un nivel ridicat de PTIH 8&nge este cunoscut
sub numele de hiperparatiroidism. Cauzele hipetpaidismului primar sunt adenomul
paratiroidian, hiperplazia  paratiroid@n si cancerul paratiroidian. Cauza
hiperparatiroidismului secundar este adesea datmsificientei renale cronice.

Secrg¢ia parathormonului este determifatle concentrga seriéc de calciu prin
feedback negativ. Celulele paratiroidei prexirceptori pentru calciu pe suprafaPTH este
secretat atunci cand concefimale C4" este s&zuts, iar calcitonina este secretatunci cand
nivelurile de calciu serice sunt crescute.

Aplicatia practica

Kitul RayBio PTH (ELISA) este un test cantitatiw, vitro, pentru determinarea PTH,
bazat pe principiul imunocompgéi cu marker enzimatic. Un anticorp monoclonalcsipe
anti-PTH a fost depus pe godeurile placii ELISArgagie de competitie imuna apare intre
PTH marcat cu biotihsi PTH nemarcat (din standarde sau probe) pentiaaapul specific
anti-PTH. Dup incubare, conjugatul nelegat esteilap Apoi, se adaug streptavidina
conjugai cu peroxidaz de hrean (HRP) la fiecare godgise incubeaz Streptavidina este o
proteina cu afinitate mare de legare pentru biothstfel, cantitatea de conjugat HRP legat
este invers propgonak cu concentriga de PTH endogen (nemarcat cu biotina) din farob
Apoi se adauga sdia de substrat TMB (tetrametilbenzidina) asupraeiearactioneaza
peroxidaza de hrean HRP formand un produs colbrensitatea culorii formate este invers
propotionali cu concentriga de PTH endogen din pralsi direct proparonali cu cantitatea
de PTH marcat cu biotina. Concenigade PTH din probe se deterraifolosind o curb de
etalonare
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Data Analysis

Reactivi:

1. ELISA Microplate

2. Soldie tampon de sipare

3. Standard de peptdTH

4. Anticorpi anti-PTH policlonali
5. Soldie de dildie A

6. Soldie de dildie B



7. Peptid biotinilata PTH

8. Enzini HRP-Streptavidia
9. Control pozitiv

10. Substrat TMB

11. Soluie stop

Materiale:

1.Cititorul de micropici care nisoa# absorbata la 450 nm
2.Micropipet cu precizie de 2l para la 1 ml
3.Pipete de 1-25 ml pentru prepararea reactivilor
4.Cilindru gradat de 100 ngi 1 litru

5.Hartie de filtru

6.Apa distilati

7. SigmaPlot software

8. Eprubete

9.Agitator Orbital

10.Folie de aluminiu

Mod de lucru:

1. Reactivii setin Tn ghe@ in timpul etapelor de prétire. Se recomaridca toate
standardelgi probele & fie rulate cel ptin in duplicat.

2. Se adaug100ul de anticorpi anti-PTH la fiecare godeu. Se ina#dimp de 1,5
ore la temperatura camerei cu agitare 4fid2 cicli / sec). De asemenea, se poate incuba
peste noapte la 4 ° C.

3. Se spalgodeurile de 4 ori cu sagle tampon de sipare (200-300 pl fiecare).

4. Se adaug 100 pl din fiecare standard, control pozitiv proba la godeurile
corespunitoare. Se acop&igodeurilesi se incubeaztimp de 2,5 ore la temperatura camerei
cu agitare gpar (1-2 cicluri / sec) peste noapte sau la 4°C.

5. Se spalde 4 ori.

6. Se adaug 100 pl soltie preparat de HRP-Streptavidinla fiecare godeu. Se
incubeaZ timp de 45 de minute la temperatura camerei ctiragplande. Se recomaada
timpul de incubge s nu fie mai scurt sau mai lung de 45 de minute.

7. Se spalde 4 ori.

8. Se adaugl00ul de de substrat TMB la fiecare godeu. Se incubé&am de 30 de
minute la temperatura camerei la intuneric, cuaagibland (1-2 cicluri / sec).

9. Se adaug50 pl de soldie de oprire la fiecare godeu. Sésoa# absorbata la 450
nm.

Valori normale:

10-65 pg/mL

Hiperparatiroidismul se caracterizeazprin hipersecrga hormonului paratiroidian,
cauzai de:

- 0 tumoare sau hiperplazie a glandei care prodxcesiv PTH, este caracterizate
demineraliZri osoase dure, cu defoim si fracturi, creteri ale calcemieisi depuneri
fosfocalcice inesuturile moi sau formare de calculi renali.

- sindrom de malabsaib intestinai sau insuficieth renak cronica, ceea ce duce la o
scidere a produeei de vitamina D sau hipocalcemie care detefimigantitate mare de PTH.

in cavitatea bucal cele mai frecvente manifést clinice ale HPT sunt pierderea
densititii osoase, malocluzii, calcifieri algesuturilor moisi anomalii dentare, cum ar fi
defecte de dezvoltare.



Hipoparatiroidismul este o tulburare metabdlicaracterizat prin hipocalcemiesi
hipofosfatemie datoratunei deficieme sau abseei secr@ei de hormoni paratiroidieni.
Hipoparatiroidismul poate provoca hipocalcemie @reptezii, tetaniei convulsii. Poate
aparea o Intarziere sau incetareast®gi si dezvolarii dentare, candidoza crodi@ mucoasei
bucale si a unghiilor, parestezia limbii sau a buzelor.
Aceasi patologie este diagnostidgbe baza nivelului seric de calgiual parathormonului.
Principalele tratamente disponibile sunt vitaminas&u analogii 8, sirurile de calciusi
medicamentele care cresc reabsgarlbubulaé renak a calciului, pentru a aime un nivel
normal de calciu seric.



