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Resumen

Las vitamina D desempefia un rol central en la regulacién de la homeostasis
de calcio, modulando los flujos de calcio hacia y desde el medio
extracelular. La vitamina D, proveniente de la dieta o de la conversion del 7-
dehidrocolesterol en la piel, durante la exposicion a la luz ultravioleta, es
transportada por el plasma al higado donde se convierte en 25(OH)-
vitamina D3, el que luego en rifidn es transformado por la 1a-hidroxilasa en
la forma hormonalmente activa 1,25(OH),-vitamina D3 & calcitriol. El
calcitriol actua a través de un mecanismo genomico mediado por un
receptor intracelular, tipico de hormonas esteroidales y ademas produce
efectos rapidos sobre el transporte de calcio que son independientes de la
acciéon génica. La absorcion intestinal de calcio es un proceso saturable y
dependiente de energia. El calcio entra desde el lumen a la célula intestinal
a través de la membrana de borde en cepillo (BBM). La proteina ligadora de
calcio (calbindina D9 K) facilita la absorcion de calcio acarreandolo hacia la
membrana basolateral (BLM) donde el calcio es extruido al sistema vascular
por la Ca-ATPasa, el anti-porter Na*/Ca?* y exocitosis. El principal efecto
gendémico del calcitriol en el metabolismo del calcio es aumentar la
absorcion intestinal de calcio induciendo la sintesis de varias proteinas,
incluyendo a la calbindina D9 K y a la Ca-ATPasa, involucradas en el
transporte de calcio intestinal. En células intestinales la hormona activa, en
forma rapida y transiente, las vias mensajeras intracelulares adenilil
ciclasa/AMPc/PKA y fosfolipasa C/IP3/DAG/PKC que participan en la
regulacion del calcio intracelular promoviendo el influjo de calcio a través de
canales dependientes de voltaje, y provocando la liberacion de calcio de los
depdsitos intracelulares. En estas células, el calcitriol también estimula vias
de senalizacion intracelular ligadas a la fosforilacion en tirosina que
conducen a la activacién de la tirosina quinasa citosdlica c-Src la que
participa en la fosforilacion de la fosfolipasa Cy y de las proteinas quinasas
reguladas por mitogenos (MAP quinasas) ERK1 y ERK2, enzimas que
regulan la proliferacion celular. Como consecuencia de la activacion de
ERK1 y ERK2, la hormona induce en células intestinales la expresion de la
oncoproteina c-Fos, y estimula la sintesis de ADN.
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La Vitamina Ds desempena una funcion primordial en la regulacion del
metabolismo del calcio y fosforo en vertebrados. También participa en otras
importantes funciones bioldgicas regulando la proliferacion y diferenciacién celular
y el sistema inmune (1). Los érganos clasicos de accion de la hormona son
intestino, hueso y rindbn donde se han encontrado receptores especificos (2).
Ademas de los 6rganos clasicos, se han encontrado receptores para la hormona
en una gran variedad de tejidos incluyendo el musculo esquelético y cardiaco.

Los organismos superiores obtienen Vitamina D de la dieta o de la conversion del
7-dehidrocolesterol en la piel, durante la exposicion a la luz ultravioleta. Para que
sea biologicamente activa, la Vitamina D tiene que ser metabolizada en el
organismo a productos mas polares (3). Es transportada por la sangre al higado
donde es hidroxilada ( 25(OH)-vitamina Ds), y luego al riidn donde sufre una
segunda hidroxilaciéon para convertirse en la forma hormonalmente activa

1,25(0OH),-vitamina D3 6 calcitriol.

Absorcion intestinal de calcio

El calcitriol es el principal regulador de la absorcion intestinal de calcio. El calcio
se absorbe en el intestino delgado a través de un proceso saturable y dependiente
de energia (transcelular), localizado en el duodeno y de un proceso pasivo
(paracelular) que funciona a lo largo de todo el intestino (4). EI proceso
transcelular comprende tres fases: (A) entrada del calcio desde el lumen a la
célula intestinal a través de canales de calcio especializados (TRPV5 y TRPV6),
localizados en la membrana de borde en cepillo (BBM), (B) difusién intracelular,
mediada por la proteina citosdlica ligadora de calcio (calbindinD-9k) y (C) extrusién
del calcio al sistema vascular, mediado por la Ca-ATPasa y el anti-porter Na*/Ca?*

localizados en la membrana basolateral (BLM) (Fig. 1).



La hormona regula el transporte de calcio en el intestino mediante dos
mecanismos: un mecanismo gendmico y un mecanismo rapido independiente de
la accion génica (Fig. 2).

Mecanismo genomico: Es similar al de otras hormonas esteroidales y es
mediado por una interaccion esteroespecifica del calcitriol con su receptor VDR, el
cual forma heterodimeros con el receptor retinoico X (RXR) (5). Luego de unirse al
VDR, en el citosol o nucleo, el complejo VDR-calcitriol se asocia, en el nucleo de
la célula intestinal, con secuencias especificas del ADN. Se forman nuevas
moléculas de ARN mensajero que codifican la sintesis de proteinas esenciales
para la absorcion intestinal de calcio. Las calbindinas (6), proteinas ligadoras de
calcio involucradas en el transporte y regulacion intracelular del calcio, son el
producto génico mejor entendido y mas estudiado. La hormona también induce la
biosintesis de los canales de calcio de la BBM, TRPVS5 (CaT1) y TRPV6 (CaT2)
(7), involucrados en el transporte transcelular de calcio y la Ca-ATPasa vy el anti-
porter Na*/Ca**, involucrados en la extruccion del calcio intestinal (8).

Mecanismo no-genomico: La hormona estimula la entrada de calcio a la célula
intestinal a través de poros o canales de calcio localizados en la membrana
basolateral. El cierre y la apertura de estos canales es controlado por el potencial
de la membrana (canales sensibles a voltaje) y regulados por fosforilacién de las
proteinas que forman el poro o canal. Se ha demostrado que el agonista de
canales de Ca** dependientes de voltaje BAY K8644, de la familia de
dihidropiridinas, estimula el influjo de Ca®* de igual forma que concentraciones
fisiolégicas de calcitriol. Mientras que el antagonista de estos canales de Ca®*
nifedipina bloquea el incremento inducido por la hormona (9). Se comprobé que el
calcitriol estimula la actividad de los canales de Ca?* dependientes de voltaje a
través de fosforilaciones mediadas por las proteinas quinasas A y C (Fig. 3),

provocando la elevacion de la concentracion intracelular de calcio (10, 11).



Activacion de vias mensajeras

La adenilil ciclasa (AC) desempefia un rol clave en la transduccion de sefales
hormonales, generando AMPc, este segundo mensajero activa a la proteina
quinasa A (PKA) uniéndose a su subunidad regulatoria (12). En células
intestinales de aves y mamiferos, el calcitriol activa, en segundos- minutos, la via
AC/AMPc/PKA (11, 13). La hormona incrementa en mas de dos veces los niveles
de AMPc y produce un aumento similar en la actividad de la enzima AC en
membranas microsomales (13).

Ademas, en células intestinales, el calcitriol estimula la hidrolisis de
polifosfoinositidos por la fosfolipasa C (PLC) generando los segundos mensajeros
inositol trisfosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (14-16). ElI DAG activa a la proteina
quinasa C y el IP3 moviliza calcio de los depdsitos de calcio intracelular. En
células duodenales, el calcitriol induce un rapido aumento de la concentracion de
calcio citosolico, debido a la movilizacion de Ca®* de depositos enddgenos,
seguido de un aumento sostenido que proviene del medio extracelular (17). Este
aumento transiente de la concentracion de calcio intracelular estimula el proceso
de exocitosis y la actividad de la Ca-ATPasa en la membrana basolateral del
enterocito, lo que conduce a un rapido aumento del pasaje de calcio al sistema

vascular.

Receptores asociados a membrana

Los efectos rapidos del calcitriol, que se manifiestan en segundos-minutos,
inducen la regulacién secundaria de genes que resultan en los efectos gendémicos.
Algunos efectos rapidos iniciados en la membrana plasmatica, son especificos de
esta hormona esteroidea y pueden ser inhibidos por antagonistas del calcitriol.
Esto ha estimulado a los investigadores a buscar receptores especificos asociados
a la membrana plasmatica. Recientemente se ha aportado evidencia de la
existencia de un receptor para calcitriol en la membrana basolateral de células
intestinales (18). Es una proteina de 64 Kd que se la denominado 1,25D3-MARRS



y en el 2004, el ADNc que codifica para esta proteina ha sido clonado en duodeno
de aves (19). Evidencia experimental de la importancia fisiolégica de los efectos
rapidos inciados en la membrana plasmatica, demuestran que el ligado de la
proteina 1,25D3MARRS correlacionan con la estimulacion de vias de transduccién
se senales y transporte de calcio en intestino (20), evidenciando la independencia
de los efectos no-gendmicos del receptor nuclear.

Sin embargo en otros tejidos se ha demostrado la participacién del receptor
nuclear (VDR) tradicional en la iniciacién de los efectos rapidos en la membrana
plasmatica. Esta hipotesis es sustentada por el trabajo de Erben y colaboradores
(21), los que demuestran que desaparecen los efectos rapidos no-genémicos por
disrupcion del VDR en ratones. Por lo tanto, el problema de la sefializacién a nivel
de membrana y su coneccion con el receptor clasico nuclear en intestino debera

ser mas profundamente estudiado.

Activacion de cascadas mitogénicas

En estas células, el calcitriol también estimula vias de sefializacién intracelular
ligadas a la fosforilacién en tirosina que conducen a la activacion de la fosfolipasa
Cy y de las proteinas quinasas reguladas por mitdgenos (MAP quinasas) ERK1 y
ERK2 (22, 23), enzimas que regulan la proliferacion celular (24). La hormona
aumenta ya al minuto la actividad de estas MAP quinasas, y su fosforilacion en
residuos de tirosina, con una cinética comparable con los cambios observados en
la actividad enzimatica (23). Se ha demostrado que la tirosina citosdlica c-Src
participa en la fosforilacion de las MAP quinasas ERK1 y ERK2, ya que PP1, un
inhibidor especifico de esta familia de quinasas suprime la fosforilacion de ERK1/2
inducida por calcitriol (23). Hasta el presente, se desconoce como es transmitida la
senal del calcitriol desde su receptor de membrana a la tirosina quinasa citosélica
c-Src.

La fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K), es miembro de una familia de quinasas
lipidicas, implicada en muchos procesos fisioldgicos, entre ellos, regulaciéon de la

proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular (25). Ademas de actuar como



quinasa lipidica, PI3K ha sido implicada en la regulacion de la cascada de MAP
quinasas, especificamente en la activacion de ERK1 y ERK2 (26). Sin embargo,
en células intestinales, PI3K no participa en la fosforilacion de las MAPK inducida
por calcitriol. Es mas, si bien la hormona activa a PI3K en otros tejidos blanco, en
intestino no estimula la actividad enzimatica de PI3K ni la fosforilacién de su
subunidad regulatoria p85 (23).

En células de mamiferos se han identificado tres familias de MAP quinasas:
ERK1/2, JNK1/2 y las p38 MAPKs (27). Las tres familias de MAP kinasas son
activadas por quinasas (MAP quinasa quinasas) de especificidad dual, que las
fosforilan en residuos de tirosina y treonina. Existe evidencia que el calcitriol,
ademas de activar a ERK1/2, también estimula la actividad y fosforilacion en
tirosina de p38 MAPK siendo maxima la respuesta a los 2 min de exposicion a la
hormona ( 4-5 veces sobre basales) (28). La fosforilacién de p38 por calcitriol
depende de la dosis, siendo el mayor estimulo entre 0.1 y 1 nM y es es totalmente
suprimida por el inhibidor especifico de esta quinasa, el compuesto SB 203580. Se
demostré que PKA, PKC vy la tirosina quinasa citosdlica c-Src son parte del
mecanismo por el cual el calcitriol activa a p38 MAPK, ya que los efectos de la
hormona son atenuados por el antagonista de AMPc, el compuesto Rp-cAMP, el
inhibidor de PKC, Ro 318220 y el inhibidor de c-Src PP1 (28).

Los efectos rapidos, no-gendmicos del calcitriol parecen modular funciones
biolégicas e interactuar con el nucleo celular para controlar respuestas genémicas
asociadas con la diferenciacion y proliferacion celular. Se ha demostrado que,
como consecuencia de la activacion de ERK1/2 y de p38 MAPK, la hormona
induce en células intestinales la expresion de la oncoproteina de expresion
temprana c-Fos (28). El calcitriol también estimula la sintesis de ADN en las
células intestinales a través de la via mitogénica de las MAP quinasas ERK1/2, ya
que la proliferacion de estas células inducida por la hormona es suprimida por un
inhibidor especifico de ERKSs, el compuesto PD98059 (Fig.4)

Futuras investigaciones nos indicaran si el calcitriol también modula la actividad
de JNKy si alguna de las cascadas mitogénicas activadas por la hormona tiene un

rol en la apoptosis de las células intestinales.



Conclusion: Esta demostrado que en células intestinales el calcitriol tiene dos
importantes roles: regulacion de la absorcidn intestinal de calcio y activacion de
cascadas mitogénicas que controlan la proliferacién y diferenciacién celular. La
existencia de un receptor en la membrana plasmatica y la activacion de flujos de
calcio y quinasas, luego del tratamiento con calcitriol, sugiere que el receptor de
membrana interactuaria con proteinas G y con tirosinas quinasas no receptoras
que inician la sefalizacion intracelular. Sin embargo, hasta el momento, no hay
evidencia directa de interaccion del receptor de membrana con proteinas G. Si
bien se ha acumulado evidencia de la importancia del receptor de membrana en
las respuestas rapidas, no-gendmicas de la hormona, en otros tejidos se ha
demostrado la participacion del receptor nuclear tradicional (VDR). A pesar de los
importantes avances en este campo en los ultimos 15 afios, y de la nueva
informacion obtenida de estudios con animales transgénicos y animales donde se
ha silenciado la expresion del VDR, muchas preguntas importantes sobre la
coneccion de las respuestas genomicas y las iniciadas en la membrana plasmatica

necesitan ser resueltas.
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FIGURA 1 Transporte epitelial de calcio

Las células intestinales absorben calcio por medio de un transpote paracelular y
transcelular. El transporte pasivo y paracelular de Ca?* es dirijido por un gradiente
electroquimico (flecha azul). El calcitriol (1,25(0OH);D3) estimula las etapas
individuales del transporte transcelular de Ca®" incrementando los niveles de
expresion de los canales de Ca?* luminal, las calbindinas y los sistemas de
extruccion. El transporte transcelular de Ca®* ocurre en tres etapas: entrada de
Ca?* a través los canales de Ca®* (TRPV5 y TRPV6); difusién del Ca** unido a las
calbindinas a la membrana basolateral y extruccion del Ca?* via la Ca®* ATPasa
(PMCA1b) y el intercabiador Na+/ Ca** (NCX1). Esto resulta en una neta

absorcion de Ca®* desde el espacio luminal al compartimento extracelular.

FIGURA 2. Mecanismo de accion del Calcitriol es células intestinales

El calcitriol actua en intestino a través de dos mecanismos: Uno tipico de
hormonas esteroidales , uniéndose con su receptor (VDR) especifico en el citosol
o nucleo, el complejo H-VDR interactua en el nucleo con secuencias especificas
de ADN, induciendo la transcripcion génica y la sintesis de nuevas proteinas. El
otro mecanismo es a nivel de membrana, independiente de la sintesis de novo de
proteinas, activado vias de transduccion de sefiales que conducen en pocos
segundos , minutos a una respuesta bioldgica, siendo la mas importante el

aumento del calcio intracelular.

FIGURA 3. Apertura de los canales de Ca2*-dependientes de voltaje por
fosforilaciones mediadas por PKA y PKC.EI tratamiento con calcitriol provoca
la activacién de las kinasas A y C , las que fosforilan los canales de calcio
dependientes de voltaje (tipo L) en la membrana basolateral (BLM), esto provoca

la apertura del canal y por consiguiente la entrada de calcio a al enterocito.

FIGURA 4. Estimulacion de vias mitogénicas por Calcitriol
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El calcitriol activa a la tirosina quinasa citosdlica cSrc, luego Src inicia la cascada
de las ERKs fosforilando en tirosina a proteinas adaptadoras, seguido de la
activacién de Ras y Raf quinasa. Raf fosforila a MEK, que a su vez activa a ERK
por fosforilacién dual en tirosina y treonina. También via c-Src, PKA y PKC la
hormona activa a p38 MAPK, la que se fosforila en tirosina y treonina. Una ves
activadas, ERK y p38 MAPK se translocan al nucleo, donde inducen la expresion

de la oncoproteina c-Fos y la proliferacién.
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FIGURA 4
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