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Resumen

La vitamina D desempefia un rol central en la regulacion 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 conversién 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 rifidén es
transformado por la 1a-hidroxilasa en la forma hormonalmente activa 1,25(0OH).-
vitamina D3 o calcitriol. El calcitriol actia a través de un mecanismo gendmico
mediado por un receptor intracelular, tipico de hormonas esteroidales y ademas
produce efectos rapidos sobre el transporte de calcio que son independientes de la
accion génica. La absorcion intestinal de calcio es un proceso saturable vy
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 absorcién 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 genémico 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 Ky a la
Ca-ATPasa, involucradas en el transporte de calcio intestinal. En células
intestinales la hormona activa en forma rapida y transitoria 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 liberacién de calcio de
los depdsitos intracelulares. En estas células, el calcitriol también estimula vias de
sefalizacién intracelular ligadas a la fosforilacién en tirosina que conducen a la
activacién de la tirosina quinasa citosélica c-Src la que participa en la fosforilacién
de la fosfolipasa Cy y de las proteinquinasas reguladas por mitégenos (MAP
quinasas) ERK1 y ERK2, enzimas que regulan la proliferacién 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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Summary
INTESTINAL ACTION OF VITAMIN D

Vitamin D has a central role in the homeostasis of calcium metabolism,
regulating calcium fluxes into and out of the extracellular medium. Vitamin
D, coming from the diet or from the skin (through conversion of
7-dehydrocholesterol  during exposure to ultraviolet sunrays) is transported
in plasma to the liver, where it is converted into 25(0OH)-vitamin Ds;, which
is in turn converted in the kidney by the enzyme 1alpha-hydroxylase into
1,25(0OH),-vitamin D3 or calcitriol, the hormonally active form of the vitamin.
Calcitriol acts through a genomic mechanism mediated by an intracellular
receptor, in a way that is typical of steroid hormones, and also produces
rapid effects on calcium transport which are independent of genomic actions.
Intestinal  calcium  absorption is a saturable, energy-dependent process.
Calcium enters into the intestinal cell from the Iumen through the brush
border membrane (BBM). Calcium-binding protein (calbindin D9 K) facilitates
calcium absorption carrying it towards the basolateral membrane (BLM), where
it is extruded to the vascular system by Ca-ATPase, the anti-porter Na+/Ca2+,
and exocytosis. The main genomic effect of calcitriol on calcium metabolism
is to increase intestinal calcium absorption, inducing the synthesis of
several proteins, including calbindin D9 K and Ca-ATPase, involved in the
cation transport. In intestinal cells the hormone activates, in a fast and
transient way, the adenylyl cyclase/AMPc/PKA and phospholipase C/IP3/DAG/PKC
intracellular messenger pathways, which participate in the regulation of
intracellular  calcium  promoting  calcium  influx  through  voltage-dependent
channels, and causing the release of calcium from intracellular stores. In
these  cells, calcitriol  also  stimulates  intracellular  signaling  pathways
leading to phosphorylation of tyrosine residues which, in turn, activate the
cytosolic tyrosin-kinase c-Src. This kinase participates in the phosphorylation
of phospholipase C-gamma and the mitogen-activated protein kinases (MAPK) ERK1
and ERK2, which regulate cellular proliferation. As a consequence of the
activation of ERK1 and ERK2, the hormone induces the expression of oncoprotein
c-Fos in intestinal cells, and stimulates DNA synthesis.
Key words: vitamin D; intestine; calcium transport; signal transduction; MAP
kinases

Introduccion

La vitamina Ds desempefa una funcion primordial en la regulacién del
metabolismo del calcio y fésforo en vertebrados. También participa en otras
importantes funciones bioldgicas regulando la proliferacion y diferenciacion celular
y el sistema inmune.” Los érganos clasicos de accién de la hormona son intestino,
hueso y rifién, donde se han encontrado receptores especificos.? Ademas de los
organos 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 conversién del
7-dehidrocolesterol en la piel, durante la exposicidén a la luz ultravioleta. Para que
sea biolégicamente activa, la Vitamina D tiene que ser metabolizada en el
organismo a productos mas polares.® Es transportada por la sangre al higado
donde es hidroxilada [25(OH)-vitamina Dg], y luego al rinén donde sufre una
segunda hidroxilacion para convertirse en la forma hormonalmente activa:

1,25(OH),-vitamina D3 o calcitriol.
Absorcion intestinal de calcio

El calcitriol es el principal regulador de la absorcién 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.* El proceso transcelular
comprende tres fases: A) entrada del calcio desde el lumen a la célula intestinal a
través de canales de calcio especializados (TRPVS y TRPV6), localizados en la
membrana de borde en cepillo (BBM), B) difusion intracelular, mediada por la
proteina citosodlica 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).
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Figura 1. Transporte epitelial de calcio

Las células intestinales absorben oaIC|o por medio de un transporte paracelular y transcelular. El
transporte pasivo y paracelular de Ca” es dirigido por un gradiente electroquimico (flecha azul). EI
calcitriol [1,25(0OH),D;] 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 extrusion. El transporte transcelular de Ca®* ocurre en tres etapas: entrada de Ca** a
través los canales de Ca®* (TRPV5 y TRPV®6); difusién del Ca*" unido a las calbindinas a la
membrana basolateral y extrusién del Ca** via la Ca** ATPasa (PMCA1b) y el intercabiador Na+/
Ca* (NCX1). Esto resulta en una neta absorcién de Ca®* desde el espacio luminal al
compartimiento extracelular.

La hormona regula el transporte de calcio en el intestino mediante dos

mecanismos: un mecanismo genémico y un mecanismo rapido independiente de

la accién génica (Fig. 2).

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 nicleo, el complejo H-VDR interactia
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, activando vias de transduccién de sefiales que conducen en pocos segundos 0
minutos a una respuesta biol6gica, siendo la mas importante el aumento del calcio intracelular.

Mecanismo gendémico: Es similar al de otras hormonas esteroidales y es
mediado por una interaccidén esteroespecifica del calcitriol con su receptor VDR, el
cual forma heterodimeros con el receptor retinoico X (RXR).” 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 absorcién intestinal de calcio. Las calbindinas,® 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, TRPV5 (CaT1) y TRPV6 (CaT2),’
involucrados en el transporte transcelular de calcio y la Ca-ATPasa y el anti-porter
Na*/Ca?*, involucrados en la extruccién del calcio intestinal.®

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 fosforilacion 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
fisioldgicas de calcitriol, mientras que el antagonista de estos canales de Ca®*
nifedipina bloquea el incremento inducido por la hormona.® Se comprobé que el
calcitriol estimula la actividad de los canales de Ca®* dependientes de voltaje a
través de fosforilaciones mediadas por las proteinquinasas A y C (Fig. 3),

provocando la elevacién de la concentracién intracelular de calcio.™

Figura 3. Apertura de los canales de Ca2+-dependientes de voltaje por fosforilaciones
mediadas por PKA y PKC. El tratamiento con calcitriol provoca la activacion de las kinasas Ay 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 al enterocito.



Activacion de vias mensajeras

La adenilil ciclasa (AC) desempefa un rol clave en la transduccién de senales
hormonales, generando AMPc; este segundo mensajero activa a la proteinquinasa
A (PKA) uniéndose a su subunidad regulatoria.'? En células intestinales de aves y
mamiferos, el calcitriol activa, en segundos o minutos, la via AC/AMPc/PKA.'" 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.
Ademads, en células intestinales, el calcitriol estimula la hidrélisis de
polifosfoinositidos por la fosfolipasa C (PLC) generando los segundos mensajeros

141 E| DAG activa a la proteina

inositol trisfosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG)
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 citosélico, debido a la movilizacién de Ca®* de depésitos enddgenos,
seguido de un aumento sostenido que proviene del medio extracelular.'” Este
aumento transitorio 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 regulacion secundaria de genes que resultan en los efectos genémicos.
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.'® Es una proteina de 64 kD que ha sido denominada 1,25D3-MARRS;

en el 2004, el ADNc que codifica para esta proteina ha sido clonado en duodeno



de aves.'® Hay evidencia experimental de la importancia fisiolégica de los efectos
rapidos inciados en la membrana plasmatica, demostrando que el ligado de la
proteina 1,25D3MARRS correlaciona con la estimulacion de vias de transduccién
de sefiales y transporte de calcio en intestino,?° evidenciando la independencia de
los efectos no-gendémicos del receptor nuclear.

Sin embargo en otros tejidos se ha demostrado la participacién del receptor
nuclear (VDR) tradicional en la iniciacion de los efectos rapidos en la membrana
plasmatica. Esta hipétesis es sustentada por el trabajo de Erben y col.,?! los que
demuestran que desaparecen los efectos rapidos no-genémicos por disrupcion del
VDR en ratones. Por lo tanto, el problema de la sefalizacion a nivel de membrana
y su conexién 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 activaciéon de la fosfolipasa
Cy y de las proteinquinasas reguladas por mitdgenos (MAP quinasas) ERK1 y
ERK2,?> 2 enzimas que regulan la proliferacién celular.?* La hormona aumenta ya
al minuto la actividad de estas MAP quinasas, y su fosforilacién en residuos de
tirosina, con una cinética comparable con los cambios observados en la actividad
enzimética.”> Se ha demostrado que la tirosina citosélica c-Src participa en la
fosforilacidon 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.?®

Hasta el presente se desconoce como es transmitida la sefal del
calcitriol desde su receptor de membrana a la tirosinquinasa citosoélica c-Src.

La fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K) es miembro de una familia de quinasas
lipidicas, implicada en muchos procesos fisiologicos, entre ellos, regulacion de la
proliferacion, diferenciacién y supervivencia celular.?® Ademas de actuar como
quinasa lipidica, PI3SK ha sido implicada en la regulacion de la cascada de MAP

quinasas, especificamente en la activacién de ERK1 y ERK2.?° 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.*

En células de mamiferos se han identificado tres familias de MAP quinasas:
ERK1/2, JNK1/2 y las p38 MAPKs.?’ 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 de 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).?® La fosforilacion de p38 por calcitriol
depende de la dosis, siendo el mayor estimulo entre 0,1 y 1 nM y es totalmente
suprimida por el inhibidor especifico de esta quinasa, el compuesto SB 203580. Se
demostré que PKA, PKC y la tirosina quinasa citosélica 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 ¢-Src PP1.%

Los efectos rapidos, no-gendmicos, del calcitriol parecen modular funciones
biolégicas e interactuar con el ndcleo celular para controlar respuestas genémicas
asociadas con la diferenciacion y proliferacién 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.?® 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 ERKs, el compuesto PD98059 (Fig. 4).



Figura 4. Estimulacion de vias mitogénicas por calcitriol

El calcitriol activa a la tirosina quinasa citosolica cSrc, luego Src inicia la cascada de las ERKs
fosforilando en tirosina a proteinas adaptadoras, seguido de la activacion 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 vez activadas, ERK y p38 MAPK se translocan al nicleo, donde inducen la expresion
de la oncoproteina c-Fos y la proliferacion.

Futuras investigaciones nos indicaran si el calcitriol también modula la actividad
de JNK'y si alguna de las cascadas mitogénicas activadas por la hormona tiene un
rol en la apoptosis de las células intestinales.

Conclusidén: Esta demostrado que en células intestinales el calcitriol tiene dos
importantes roles: regulacion de la absorcion intestinal de calcio y activacién de
cascadas mitogénicas que controlan la proliferacion y diferenciaciéon celular. La
existencia de un receptor en la membrana plasmatica y la activacién de flujos de
calcio y quinasas, luego del tratamiento con calcitriol, sugiere que el receptor de
membrana interactuaria con proteinas G y con tirosinquinasas no receptoras que
inician la senalizacién intracelular. Sin embargo, hasta el momento, no hay
evidencia directa de interaccién 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
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demostrado la participacion del receptor nuclear tradicional (VDR). A pesar de los
importantes avances en este campo en los ultimos 15 afos, 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
conexion de las respuestas gendmicas con las iniciadas en la membrana

plasmatica todavia necesitan resolverse.

(Recibido: julio de 2005. Aceptado: agosto de 2005)
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