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SUMMARY

The classical role of calcitriol (10:,25-
dihidroxivitamin D,) on calcium
homeostasis is rather well known. Recent
findings, of the calcitriol receptor on
monocytes, activated lymphocytes and other
cell lines, and the ectopical and localised
hormone production by macrophages,
suggest that this hormone is playing a new
and important role in the modulation of
immunological responses. These data
support the concept that this hormone, first
considered to be an immunosuppressor,
could activate, as well as suppress, the
immune function, depending on the
lymphocyte activation mechanisms and the
immunological microenvironment. The
clinical information available and the in vivo
and in vitro experimental evidence, support
the concept of an immunoregulatory role
for calcitriol. Hence the hormone should be
considered a therapeutical immunemodulator

RESUMEN

El papel clasico endocrino del calcitriol
(1a,25-dihidroxivitamina D3) en la
homedstasis del calcio es bien conocido.
Los hallazgos relativamente recientes de
la presencia del receptor de calcitriol en
monocitos, linfocitos y diversas lineas
celulares, y el hallazgo de la produccién
ectopica y localizada del calcitriol por los
macréfagos, sugiere un papel importan-
te de esta vitamina/hormona en eventos
de inmunoregulacién. A partir de la nue-

va evidencia experimental, es claro, a di-
ferencia de los planteamientos iniciales
que consideraban al calcitriol como un
agente inmunosupresor, que esta hormo-
na es capaz de estimular y de suprimir
la funcién inmune, dependiendo de las
condiciones de activacién y del
microambiente inmunolégico. La infor-
macidn clinica disponible y la experi-
mentacion in vivo e in vifro apoyan un
efecto inmunomodulador del calcitriol;
éste debe ser considerado, por lo tan-
to, como uno mas de la larga y cre-
ciente lista de moduladores
inmunolégicos con posible utilidad te-
rapéutica.

INTRODUCCION

En los dltimos afios, diferentes investi-
gaciones han permitido reconocer un
papel adicional del metabolito més ac-
tivo de la vitamina D, la la, 25-
dihidroxivitamina D3 (1,25(OH)2D3 o
calcitriol), al interactuar con una gran
variedad de tipos celulares; particular-
mente del sistema inmune, regulando
aspectos tan importantes como la pro-
liferacién y la diferenciacién celular.

El papel endocrino cldsico de este
seco-esteroide en la homedstasis del
calcio, ha sido reconocido ampliamen-
te(1,2). El calcitriol interactda

especificamente con un receptor (VDR)
protéico intracelular, este complejo,
VDR-calcitriol, se transloca al niicleo, se
homodimeriza o heterodimeriza con otros
receptores nucleares y se une a elemen-
tos de respuesta a calcitriol (VDRE) en
el DNA, para regular la transcripcién de
genes especificos y modular diferentes
respuestas bioldgicas (3-5).

El descubrimiento hace mas de una
década de estos VDRs, en lineas celu-
lares neopléasicas (6,7), y posterior-
mente en monocitos, linfocitos activa-
dos, queratinocitos, células muscula-
res, células del sistema hematopoiético,
y también en pdncreas, cerebro y cé-
lulas hipofisiarias (8), puso de mani-
fiesto la existencia de un nuevo y des-
conocido papel del calcitriol en fené-
menos de inmunoregulacién (9).

LLa evidencia inicial de la interaccion del
calcitriol con el sistema inmune, fue con-
secuencia directa del estudio clinico de
pacientes con sarcoidosis, un desorden
granulomatoso crénico frecuentemente
asociado con hipercalcemia y niveles cir-
culantes elevados de calcitriol (10); es-
tos niveles se atribuyeron a la sintesis
ectdpica por macréfagos alveolares (11).
En efecto, se ha demostrado in vitro que
macroéfagos activados, tienen la capaci-
dad de convertir la forma relativamen-
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te inactiva de la vitamina D, la
25hidroxivitaminaD, (250HD3) alafor-
ma bioldégicamente mas activa,
1,25(0OH),D, (12). Todos estos hallaz-
gos, sugieren que el calcitriol y sus
metabolitos, pueden ser producidos por
macréfagos, e igualmente, pueden
modular la actividad de diversas célu-
las del sistema inmune, a través de un
sistema paracrino de sintesis hormo-
nal, que parece muy distinto del siste-
ma cldsico de actividad endocrina (9).

Este sistema paracrino de sintesis
ectdpica de calcitriol, en contraste con
la sintesis endocrina, parece insensible
a los mecanismos de retroalimentacién
y control por el propio calcitriol, asi
como por otros reguladores como el
calcio y la hormona paratiroidea (13).
Igualmente, estd bien establecido que
los macréfagos normales sintetizan
calcitriol al ser activados por diversas
sustancias y agentes tales como el IFNy
(14), lipopolisacdridos (15) y otros me-
diadores inmunolégicos. Su produccién
puede, por lo tanto, ser un constitu-
yente normal y fisiolégico de la res-
puesta inmune, al estimular la sintesis
de otros mediadores inflamatorios, que
a su vez afectan la actividad linfocitica, o
estimulan directamente respuestas
fagociticas o citotdxicas en otros tipos ce-
lulares.

Calcitriol en la regulacion de la ac-
tividad de monocitos-macroéfagos.

La capacidad de los macréfagos acti-
vados de secretar calcitriol y de expre-
sar constitutivamente el VDR, son fun-
damentales en la comprensién del pa-
pel inmunomodulador de este com-
puesto. Los macréfagos son células
derivadas de precursores micloides
inmaduros que a su vez tienen un origen
comin en células hematopoiéticas
pluripotenciales. No estd atin claro en qué
etapa de la maduracién ocurre la induc-
cién de la expresién del VDR (11), pero
se sabe que las lineas celulares mas ma-
duras, expresan estos receptores y res-
ponden al estimulo con calcitriol, dife-
rencidndose hacia células monociticas.
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La actividad de 1a-hidroxilasa, es decir
la capacidad de producir 1,25(0OH),D,,
y la expresién del VDR, durante los
procesos de diferenciacién de
monocitos hacia macréfagos maduros
e histiocitos, ha sido examinada en di-
versos modelos experimentales. En
conjunto, los resultados permiten con-
cluir, que el proceso de diferenciacién
estd asociado con un aumento en la
capacidad de sintetizar 1,25(OH),D,,
una pérdida en la actividad de sintesis
de 24,25-dihidroxivitamina D,, y una
disminucién en la transcripcién y ex-
presion del VDR (16). Esto sugiere que
los macréfagos se hacen progresiva-
mente mas activos en términos de sin-
tesis de 1,25(0OH),D, y menos sensi-
bles a su actividad moduladora y
prodiferenciadora.

En los monocitos y macréfagos pre-
sentes en sitios de inflamacién tisular,
el calcitriol ejerce una variedad de efec-
tos que incluyen, el aumento en la ex-
presién de receptores Fc, y la produc-
cién de HZO2 y de TNFa (11), estimu-
lando la explosién oxidativa y la fun-
cién citotéxica y fagocitica de estas
células. Igualmente, 1,25(OH)2D3
incrementa la produccién de otras
citoquinas y mediadores inflamatorios
como la IL-1 y la prostaglandina E2,
estimulando los procesos de recluta-
miento inmunolégico (17). Activa tam-
bién, la quimiotaxis de macréfagos y
favorece la multinucleacién o fusién ce-
lular en caso de una respuesta
inflamatoria granulomatosa (11). El
calcitriol puede incrementar los proce-
sos de presentacién antigénica, al au-
mentar la expresién de moléculas del
CMH de clase II (18).

Los mecanismos intracelulares y
moleculares a través de los cuales
1,25(0H),D, y su receptor VDR ejer-
cen estos efectos en estos tipos celula-
res, no estan aun claramente estableci-
dos, es probable que todo esto suceda
a través de procesos de regulacién
transcripcional directa de los genes
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involucrados, aunque también es facti-
ble la participacién y concierto de otros
mecanismos. La produccién de IL-1 por
los monocitos se encuentra mediada en
parte a través de incrementos en la con-
centracién intracelular de calcio; por
ello, los reportes de incrementos répi-
dos en las concentraciones de calcio
citoplasmético que ocurren en los
monocitos como respuesta temprana a
la estimulacién con 1,25(OH)2D3 (19),
sugieren un mecanismo molecular
potencial a través del cual 1,25(0H),D,
puede intervenir también en las respues-
tas biolégicas de estas células.

Otro mecanismo a través del cual
1,25(OH),D, puede modular indirecta-
mente la actividad de los macréfagos,
es por medio de la proteina transporta-
dora sérica de vitamina D (DBP) (20).
Esta proteina puede asociarse con
inmunoglobulinas de membrana de
linfocitos B y receptores Fc en los
linfocitos T (20). Sin embargo, obser-
vaciones experimentales in vitro con
DBPs murinas y bovinas, sugieren que
el mecanismo de regulacién es indirec-
to ya que la DBP es un precursor del
factor activador de macréfagos (21,22).
Igualmente, esta proteina puede incre-
mentar significativamente la actividad
quimiotdctica de diversos péptidos
como C5a (23).

Calcitriol en la regulacién de la ac-
tividad de linfocitos T. A diferencia de
los monocitos y macréfagos que ex-
presan el VDR constitutivamente, las
células T requieren de su activacién
para la expresion (9). Las mayores
subpoblaciones de células T activadas,
CD4 y CDS8, presentan concentracio-
nes similares del VDR (24); esta expre-
si6n estd regulada finamente en diferen-
tes etapas de maduracién y en respues-
ta a diversas sefiales activadoras exter-
nas (25).

La principal accién de la 1,25(0OH),D,
en las células T, corresponde a la inhi-
bicion de la proliferacién y de la secre-
¢i6én de citoquinas, sin importar la se-
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fial activadora (26). Al parecer, el
calcitriol media sus efectos
antiproliferativos después de la activa-
cién linfocitica inicial. El calcitriol no
afecta la transcripcién y sintesis de
RNA necesaria para el paso en el ciclo
celular del estadio GO a G1; por el con-
trario, si inhibe la sintesis de RNA ne-
cesaria para que la célula progrese de
G1 temprano a G1 tardio, sin permitir
que el linfocito se haga competente para
los procesos de sintesis y duplicacién
del DNA (9,27).

Por el contrario, la expresion del VDR
y quizés la habilidad de esta proteina
para interactuar con el DNA en los
linfocitos varfa dependiendo de la via
particular de activacién y de la magni-
tud de ésta. Las sefiales de activacidon
que controlan la expresién del VDR en
linfocitos humanos, han sido examina-
das ampliamente; los resultados, con-
cluyen que la expresion del VDR en
linfocitos es estimulada y regulada por
sefiales diferentes y contingentes, pro-
bablemente a nivel transcripcional o
post-transcripcional, provenientes del
TCR, de la via dependiente de la pro-
tefna quinasa C y quizés de otros me-
diadores intracelulares (25,28). Laex-
presion del VDR, requiere una completa
competencia de estos procesos de ac-
tivacion linfocitica (25) ya que al pare-
cer, el gen del VDR se encuentra repri-
mido en los linfocitos no activados y
las sefiales activadoras inducen su
desrepresion (28).

El efecto supresor del calcitriol, pare-
ce mediado a través de la inhibicién de
la sintesis y secrecién de IL-2
(11,26,29); sin embargo, el calcitriol
puede ejercer su efecto antiproliferativo
a través de mecanismos independien-
tes de IL-2, probablemente al disminuir
la secrecién de otras citoquinas
mitogénicas tales como IL-4 e IFNy
(9) o al inhibir la expresién del oncogen
c-myc (30). Diversos hallazgos, sugie-
ren que el mecanismo inhibitorio de-
pendiente de IL-2 es debido a la capa-
cidad del VDR de unirse a las regiones

promotoras del gen de IL.-2 inhibiendo
la actividad transcripcional (9). Estas
secuencias unen diversos factores
transcripcionales, AP-1, NFkB, Oct-1,
y NFATYp, inducidos por la estimulacién
del linfocito T (10,31). Los resultados
indican, igualmente, que la unién del
VDR al DNA es necesaria pero no su-
ficiente para mediar la represion del gen
de IL-2, por ello, combinando protei-
nas purificadas in vitro, se observod la
inhibicién de la unién de los factores
transcripcionales NFATp/AP-1 al DNA
por la adicién de VDR o heterodimeros
VDR-RXR (RXR, receptor del acido
9-cis retindico), es decir la inhibicién
directa de activadores transcripcionales
del gen de IL-2 (19).

Por otra parte, los mecanismos de ac-
tivacion linfocitica, requieren elevacio-
nes e incrementos en la concentracién
intracelular de calcio; por ello, los re-
portes de incrementos répidos en las
concentraciones de calcio intracelular
en respuesta a la estimulacién con
1,25(0OH),D,, permiten suponer una via
adicional a través de la cual
1,25 (OH),D, puede regular la actividad
linfocitica (9,19).

El calcitriol también inhibe la sintesis
de IFNy por las células T (32), limi-
tando los procesos de activacion de los
macréfagos, disminuyendo la secre-
cién de 1,25(0OH),D,, y por lo tanto,
ejerciendo un mecanismo de
autorregulacién y retroalimentacién
negativa (11); también incrementa la
produccién de IL-1 por los monocitos
y los macréfagos induciendo la activa-
cién linfocitica (33). Sin embargo, una
vez que las células se activan y expre-
san el VDR, estan sujetas a los proce-
sos de inhibicién mediados por
1,25(0OH),D,.

Calcitriol en la regulacién de la ac-
tividad de linfocitos B. Los linfocitos
B inducen y expresan el VDR despues
de los procesos normales de activacién
o por la transformacién con el virus
Epstein-Barr (9). El calcitriol, inhibe

indirectamente la produccién de
inmunoglobulinas por las células B (34),
debido, al parecer, a una supresién de
la actividad estimuladora de los
linfocitos T cooperadores (9,11). Sin
embargo, es probable que el calcitriol
tenga también un efecto inhibidor mas
directo; aunque no estd claro en qué
medida este efecto pueda ser dependien-
te dnicamente de la interaccién de
],25(OH)2D3 con el VDR en las célu-
las B (34). Estudios recientes, sugieren
que, a pesar de que los linfocitos B pue-
den expresar el VDR, estas células pa-
recen presentar un bloqueo funcional
de las vias de regulacién transcripcional
mediadas por 1, 25(CH),D, y su re-
ceptor (35).

Se ha reportado que la proliferacién de
células B humanas purificadas y esti-
muladas in vitro con lectinas puede ser
tanto sensible como insensible a la ac-
cién inhibitoria del calcitriol (9). Varios
hallazgos experimentales sugieren que
existe una inhibicién directa de la se-
crecion de anticuerpos (particularmente
IgG e IgM) en estas células (9,36).
Todo esto indica que de existir un pro-
ceso de inhibicién directa través del
VDR, es unicamente a nivel de la se-
crecién de inmunoglobulinas y no a ni-
vel de la proliferacién o diferenciacion;
sin embargo, es probable que el
calcitriol, al modular la actividad de LT
cooperadores, pueda estar regulando
por igual (directa e indirectamente) to-
dos los mecanismos de la activacion
plasmocitica. El calcitriol puede ser, por
lo tanto, considerado como uno mas
de lalarga y creciente lista de mediado-
res inmunoldgicamente importantes, a
través del cual las diversas poblaciones celu-
lares se comunican entre si, regulando
ademds de los procesos inmunoldgicos
otros aspectos de la fisiologia normal o
patolégica.

Aspectos clinicos de la inmuno-

modulacién por calcitriol en los pro-
cesos inflamatorios. Los procesos
inflamatorios sistémicos o localizados,
estdn acompaiados de la produccion
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de diversas citoquinas y mediadores
inflamatorios por diferentes tipos celu-
lares; estas citoquinas, y particularmen-
te el IFNy, permiten la induccién
enzimdtica y la produccion localizada
de calcitriol por los macréfagos. Como
consecuencia de su accidén autocrina,
se estimula la actividad fagocitica,
citotoxica, presentadora de antigenos
y secretora (IL-1) de estas células, pro-
moviendo una respuesta inmune inicial.
Esta incluye también el reclutamiento
de monocitos adicionales al promover
la diferenciacion de células madre pre-
cursoras (8,9). Sin embargo, estos
efectos estimuladores son contrarres-
tados por la capacidad del calcitriol de
inhibir directamente a través de su re-
ceptor, la proliferacién de los linfocitos
T cooperadores activados (11), y su-
primir directa o indirectamente la acti-
vacién, la proliferacion y la secrecién
de inmunoglobulinas de las células B
(9,36). Esto representaria un mecanis-
mo de retroalimentacién y control de
la respuesta inmune en estos
microambientes inflamatorios.

Aspectos clinicos de la
inmunomodulacién por calcitriol du-
rante la resorcion ésea. La sintesis
paracrina de 1,25 (OH)2D3 puede mo-
dificar sus efectos en la homedstasis
mineral a través de su actividad
inmunomoduladora. Junto con sus
efectos inmunolégicos, muchos de los
mediadores y citoquinas, estimulan la
resorcion Gsea, e inhiben la formacién
Osea (37-39). La produccion localiza-
da de IL-1, TNFa y PGE?2 por parte
de los monocitos activados con
calcitriol puede inducir la resorcién
osea (39,40). En contraste, el calcitriol
bloquea también la produccién de IFNy
lo que puede inhibir a su vez la movili-
zacion de los depdsitos dseos de calcio.
El efecto final de la actividad
inmunomoduladora del calcitriol en el
esqueleto 6seo y metabolismo mineral,
parece favorecer la movilizacién de
calcio y la resorcidn ésea (41).

La osteocalcina, es la proteina no-
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coldgena mas abundante en el hueso,
es un producto especificamente
osteobldstico, y su produccidén se
correlaciona de cerca con la formacién
de hueso y el control de la resorcién
dsca. La IL-6 y TNFa, al parecer,
inhiben la regién promotora del gen de
osteocalcina; sin embargo, la IL-1, IL-
2, IL-3, IL-7 y otros factores de creci-
miento y citoquinas proinflamatorias,
no parecen ejercer un efecto regulador
sobre el gen de osteocalcina (42). Es-
tas observaciones, permiten evidenciar
la compleja red de interacciones entre
los diversos mediadores inflamatorios
y 1,25(0OH)2D3.

Aspectos clinicos de la inmuno-
modulacion por calcitriol en enfer-
medades renales. Los estados clini-
cos asociados a deficiencias de vitami-
na D se encuentran asociados mds a
una inmunidad defectuosa que a una
incrementada; y la inmunidad celular se
encuentra alterada en enfermedades
renales en las cuales la produccién del
calcitriol por el rifién ha cesado. La
administracién de un andlogo de
calcitriol, 1a la-hidroxivitaminaD3 a
pacientes hemodializados con falla re-
nal, conduce a la normalizacién de la
respuesta linfoproliferativa alterada por
la enfermedad de base. Igualmente, la
administracién de la-hidroxivitamina
D3 a ratas con osteodistrofia renal,
incrementa la respuesta linfosecretora
primaria (43,44)

Aspectos clinicos de la
inmunomodulacién por calcitriol en
enfermedades infecciosas. En la tuber-
culosis existe unarelacion entre las deficien-
cias de 1,25 (OH)2D3 y las alteracio-
nes en los mecanismos de resistencia
al Mycobacterium; las sugerencias que
1,25 (OH)2D3 pudiese ser benéfica en
el tratamiento de la tuberculosis a largo
plazo, estén ahora apoyadas por estu-
dios epidemiolégicos y clinicos indi-
cando una estrecha relacién entre inci-
dencia de la enfermedad y deficiencia
del calcitriol, lo que puede suponer un
efecto antituberculoso de la calcitriol
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como ha sido descrito recientemente in
vitro (45). Adicionalmente, la administra-
cién de 1a hidroxivitamina D3 a indivi-
duos ancianos normales, incrementé la
reaccién tuberculinica y causé una
elevacion significativa de los niveles cir-
culantes de IFNy (46). Estos hallazgos
clinicos permiten evidenciar de manera
clara, la capacidad inmunoestimulante del
calcitriol. Estudios mas recientes, han
demostrado también que el 1,25
(OH)2D3 puede inhibir también la ex-
presién de moléculas de CD4 y por lo
tanto, la infeccidn de los monocitos
humanos por el virus de la
inmunodeficiencia humana (47).

Aspectos clinicos de la inmuno-

modulaciéon por calcitriol en enfer-
medades granulomatosas. La im-
portancia clinica de la produccién local de
calcitriol por células del sistema inmune, se
pone de manifiesto en la sarcoidosis, una
enfermedad granulomatosa, en la que los
macréfagos alveolares y los histiocitos de
los nédulos sarcoideos producen 1,25
(OH)2D3 excediendo las concentracio-
nes habituales de calcitriol en suero y
produciendo sintomatologia asociada a
hipercalcemia persistente, inclusive a
pesar de la supresién de la sintesis
endocrina o renal de calcitriol (12,48).

Aplicaciones terapéuticas en enfer-
medades autoinmunes. Reciente-
mente se han desarrollado una varie-
dad de andlogos sintéticos de la
1,25(0OH)2D3 con igual o superior po-
tencia sobre células del sistema inmu-
ne y con menores propiedades
hipercalcémicas que el calcitriol. Los
estudios acerca de la efectividad de ta-
les compuestos se han llevado a cabo
en modelos animales de autoinmunidad.
Uno de estos modelos, y el mds exten-
samente estudiado corresponde a la 1i-
nea de ratones MRIL/1; éstos desarro-
1lan una enfermedad muy similar al lupus
eritematoso sistémico humano, mani-
festando poliarteritis, poliartritis,
linfocitocis y autoanticuepos séricos
(49). En estos ratones se han utilizado
diversos analogos; uno de ellos, deno-
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minado 1,24—R-D3, evitd la proteinuria
y recuperé los niveles de
subpoblaciones linfociticas especificas
(50). Igualmente, se demostré que la
administracion oral del andlogo 22-oxa-
D,, corrigid la linfoadenopatia genera-
lizada y la proteinuria caracteristica (25).
Este ultimo compuesto prolongé de ma-
nera sorprendente el tiempo de
sobrevida de estos ratones autoinmunes
(51). '

Aplicaciones terapéuticas en enfer-
medades proliferativas. En pacientes
con psoriasis, se ha observado una ade-
cuada respuesta a la aplicacién ectdpica
de 1,25(OH)2D3 o de andlogos como
el calcipotriol. Sin embargo, en algu-
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