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SUMMARY

Traditionally, vitamin D has been recognized
as an endocrine hormone related mainly with
calcium homeostasis. Nevertheless striking
studies over the past decade have expanded this
concept. Calcitriol the most active form of the
vitamin D is a molecule that exerts ample
effects through genomic mecanisms mediated
by the VDR, a receptor that belongs to the
steroid-thyroid receptor superfamily; and
through non-genomic mecanisms mediated by
intracellular calcium-level regulation.
Calcitriol is showing now as an important
modulator of the immune response at various
levels and as an antiproliferative and
differentiating promoting factor in a number
of human tumoral cell lines. Nonetheless
these antineoplasic effects documented in in
vitro models have been counteracted by the large
hypercalcemic effect of the hormone observed
in vivo, which makes its clinical application a
rather difficult goal. Because of that, the
development of calcitriol analogues with a
diminished hypercalcemic effect that should
result in new clinical alternatives in the
management of hyperproliferative disorders
such as psoriasis and some types of cancer,
constitutes a notorious progress with important
consequences for the medical practice.

RESUMEN

Tradicionalmente, la vitamina D ha sido re-
conocida como una hormona de accién
endocrina que se ha relacionado con la
homeostasis del calcio. Estudios realizados
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durante los dltimos 10 afios, han permitido
ampliar este concepto. El calcitriol, la for-
ma mds activa de la vitamina D es una mo-
lécula que ejerce amplios efectos a través
de mecanismos gendémicos mediados por
el VDR, (Vitamin D Receptor, un receptor
perteneciente a la familia de los receptores
de hormonas esteroideas - tiroideas) y me-
canismos no genémicos mediante la regu-
lacién de los niveles de calcio intracelular, A
laluz de estos hallazgos, el calcitriol aparece
ahora como un modulador de la respuesta
inmune y un factor hormonal con efectos
antiproliferativos y prodiferenciadores en
diversas lineas tumorales, un hallazgo pro-
metedor. Sin embargo, el efecto
antineopldsico observado en modelos in
vitro, se ha visto opacado en gran medida
por el efecto hipercalcémico de la hormona
in vivo, haciendo de su aplicacion clinica,
una meta dificil. Por este motivo, el desa-
rollo de moleculas andlogas pero con un
efecto hipercalcémico disminuido, que pue-
dan constituirse en altenativas de tratamiento
en el manejo de desordenes
hiperproliferativos como la psoriasis y va-
rios tipos de cancer, constituye un avance
novedoso con importantes repercusiones
para la practica medica.

INTRODUCCION

En 1920 Mallamby y colaboradores, des-

cubrieron un factor plasmético liposoluble,
preventivo para algunos desérdenes comu-
nes de la mineralizacién 6sea como el raqui-
tismo y la osteomalacia; al cual denomina-
ron vitamina D. Desde entonces, la vitami-
na D ha sido reconocida como un factor
esencial en el desarrollo normal del esquele-
to, en la regulacién del metabolismo mineral
del calcioy en el mantenimiento de los nive-
les de calcio y fosforo séricos a través de
su accion en diferentes tejidos blanco (1,2).

La vitamina D es un secoesteroide, que se
sintetiza en su mayorfa como producto de
un proceso de fotobiogénesis a nivel del
estrato de Malpighi, en la epidermis, y de
dos reacciones de hidroxilacién adiciona-
les, que se llevan a cabo primero en el higa-
do y finalmente en el rifién. Este proceso
también se ha descrito a nivel de otros 6r-
ganos como la placenta o inclusive en célu-
las aisladas como linfocitos y monocitos
activados. El producto final de este com-
plejo proceso enzimético es 1o 25
dihidroxivitamina D3 o calcitriol, la forma
mas activa de la vitamina D (3).

El calcitriol, desempefia un papel fundamen-
tal en la homeostasis del calcio, permitiendo
la absorci6n intestinal de calcio en contra de
un gradiente de concentracién al igual que
muchos otros procesos relacionados con
el crecimiento, la proliferacién y la diferen-
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ciacién de varios tipos celulares (4). Estos
procesos son mediados a través de la
unién del calcitriol con un receptor espe-
cifico de alta afinidad (VDR), €l cual se
encuentra localizado intracelularmente
(4). El VDR es un receptor proteico alta-
mente especifico que tiene diferentes
dominios (5,6), uno de unién al DNA
del tipo "dedos de zinc", uno de
dimerizacién y otro de unién al ligando
(2), y que le permiten desempeifiar su
funcién como receptor y como factor
de transcripcion inducible por su ligando
(6). El VDR pertenece a la superfamilia
de receptores de las hormonas
esteroideas-tiroideas (3-6), y reciente-
mente se ha descrito que forma
homodimeros o heterodimeros con otros
receptores de la misma superfamilia
(como el receptor de 4cido retinoico
(RAR), el de 4cido 9-cis retinoico (RXR)
y el de triiodotironina (T3R)) (1, 7) para
unirse como dimero a los elementos de
respuesta hormonal y regular la
transcripcion de genes (4,6) como la
osteocalina, la osteopontina, la calbindina,
lahormona paratiroidea, la 24-hidroxilasa
y diferentes integrinas (1). Adicionalmente
a los mecanismos genomicos ya men-
cionados, el calcitriol también se ha vis-
to involucrado en la mediacion de even-
tos no gendmicos, de accién rdpida como
lamovilizacién del calcio tisular y el trans-
porte de calcio a través de membranas
celulares asociado a complejas cascadas
de sefializacién intracelular (1,8). La
transcaltachia que se define como el paso
de calcio a través del enterocito, bajo
estimulacién hormonal, es un fendmeno
no genémico que ha sido ampliamente
caracterizado en relacién al papel
modulador que cumple el calcitriol. Se
ha propuesto para ello la presencia de un
tipo de VDR de localizacién membranal
que, una vez unido a su ligando, forma un
complejo que media la apertura de canales
de calcio sin induccién transcripcional de
ningtin tipo (1). Se desconoce atin si este
tipo de VDR al parecer de localizacién
membranal es idéntico al VDR de localiza-
cidn citoplasmatica y nuclear (8).

INMUNOMODULACION

Existe hoy evidencia creciente acerca
de la contribucién de diferentes siste-
mas endocrinos en la regulacion de la
respuesta inmune, dentro de los cuales
el calcitriol parece desempeiiar un pa-
pel importante.

Inicialmente, se caracterizé la presen-
ciadel VDR en el citoplasma de células
de los tejidos cldsicamente reconoci-
dos como blanco de la accién hormo-
nal. Posteriormente se evidenci6 la pre-
sencia de VDRs en los niicleos de otros
tipos celulares como queratinocitos, cé-
lulas pancredticas, células paratiroideas,
células del tejido endocrino asociado a
mucosa, células hipofisiarias e inclusi-
ve, células del tejido nervioso; ponien-
do de manifiesto un espectro de accién
mds amplio para el calcitriol (9-11).

Adicionalmente, el descubrimiento hace
una década de VDRs, en células
mononucleares como monocitos y
linfocitos; y el hallazgo de sintesis
ectépica de calcitriol por macréfagos
activados (12), sugiri6 la existencia de
un nuevo y desconocido papel de la vita-
mina D en los fendmenos de
inmunoregulacién (3,9,13). Reciente-
mente, se ha descrito que el calcitriol y
sus metabolitos pueden ser sintetizados
eficazmente por células del sistema in-
mune y que pueden inclusive modular la
respuesta de estas células, a través de
un sistema paracrino de sintesis hormonal
muy distinto del clsico sistema de secre-
cién endocrina (13). Esta produccién
ectdpica, localizada y regulada de calcitriol
parece contribuir en la constitucion del
microambiente inmunolGgico apropiado

(10).

Los procesos inflamatorios, sistémicos o
localizados, estan acompariados de la pro-
duccién de diversas citoquinas y mediado-
res inflamatorios por parte de diversos ti-
pos celulares. Al parecer el interferén 'y du-
rante el proceso de activacién monocitica

permite la induccién enzimitica y la pro-
duccién localizada de calcitriol por parte
de los macréfagos. La hormona, al ha-
cer blanco sobre otros macréfagos,
estimula la actividad fagocitica,
citotéxica, presentadora y secretora de
estas células, promoviendo asi la induc-
cién de una respuesta inmune inicial
(12). El reclutamiento de monocitos, la
promocién de la diferenciacién de cé-
lulas precursoras hacia células madu-
ras y la activacion linfocitaria induci-
das todas ellas por el calcitriol contri-
buyen adicionalmente a este proceso
(12-14). Sin embargo, estos efectos
estimuladores son contrarrestados por
la capacidad que tiene el calcitriol de
inhibir directamente, a través de su re-
ceptor, la proliferacién de los linfocitos
T CD4 activados y de suprimir la acti-
vacién de las células B (13); lo que ac-
tia en parte como un mecanismo de
retroalimentacién y control de esta res-
puesta (9,13).C0n base en estos hallaz-
gos, actualmente, se considera al
calcitriol como un importante media-
dor inmunolégico a través del cual las
algunas de las poblaciones celulares que
integran el sistema inmune se comuni-
can entre si permitiendo su adecuado
funcionamiento.

DESORDENES
HIPERPROLIFERATIVOS

PSORIASIS

Estudios recientes han caracterizado la
accién prodiferenciadora que el
calcitriol cumple en diversos tipos ce-
lulares. Un claro ejemplo de esto, lo
constituye el modelo de la psoriasis, una
enfermedad hiperproliferativa de la piel
en la cual se han descrito efectos be-
néficos y mejorfa clinica en respuesta
al tratamiento con calcitriol (3). Al pa-
recer, el calcitriol acelera la diferencia-
cién de los queratinocitos inmaduros del
estrato basal de la epidermis, promo-
viendo el desplazamiento de estas cé-
lulas hacia la capa cérnea (3) Los
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queratinocitos aumentan la expresién en
superficie de marcadores de diferen-
ciacién en tanto que disminuyen la ex-
presién de los marcadores de prolife-
racién y se minimiza la presencia de
algunos indicadores de inflamacién
tisular como son la presencia de
neutréfilos y la infiltracién basal de
linfocitos T CD4 (1-3). Este efecto se
observa tanto en la epidermis de suje-
tos sanos como en la epidermis de per-
sonas con la enfermedad (2).

Dentro de los mecanismos moleculares
implicados en la accién del calcitriol
como agente prodiferenciador en este
modelo, se ha descrito una disminu-
cién rapida en la expresion del oncogen
c-myc, un factor transcripcional
involucrado en los procesos de proli-
feracién celular (1). Adicionalmente,
una disminucion en la expresion de re-
ceptores para el factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) y un aumento en
los procesos de defosforilacién de la
proteina del gen de retinoblastoma, un
antioncogén cuyo producto fosforilado
es necesario para el progreso hacia la
fase S del ciclo celular en queratinocitos
y otros tipos celulares (1).

Otros mecanismos recientemente des-
critos, y al parecer implicados en los
procesos de diferenciacién y disminu-
cién de la proliferacion inducidos por
el calcitriol, incluyen la inhibicién en la
secrecion de IL-1 e IL- &, dos
citoquinas reconocidas como potentes
mitégenos para los queratinocitos, y el
aumento en la sintesis del factor de
crecimiento transformante beta (TGF
B), un inhibidor de proliferacidn
epidermal (1). Todo esto evidencia un
amplio potencial de aplicaciones clini-
cas para el calcitriol en esta enferme-
dad.

CANCER

El hallazgo de la expresién de VDR en
diferentes tipos celulares neopldsicos
como algunas clases de leucemia
linfocitica y mielocitica humanas,
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melanoma, linfoma, osteosarcoma, cin-
cer de seno, cancer colorectal, cancer
de prostata, hepatocarcinoma, cncer
broncogénico y adenomas hipofisiarios
(9), ha dado lugar al estudio de la rela-
cién del calcitriol en Ia génesis y la pro-
gresion de diferentes neoplasias. Se ha
reportado que hasta el 60% de las
neoplasias estudiadas expresan niveles
basales anormales de VDR (16).

En la actualidad se reconoce que el
calcitriol tiene la capacidad de suprimir
el crecimiento neopldsico de diferen-
tes lineas celulares tumorales, y su pa-
pel como agente prodiferenciador y
antiproliferativo ha sido caracterizado
en un sinnumero de modelos celulares
17).

La linea de leucemia promielocitica
humana HL-60 ha sido uno de los mo-
delos ampliamente caracterizados con
respecto al comportamiento in vitro de
las células neopldsicas en respuesta al
calcitriol (3). Las células HL-60 se ca-
racterizan por una deficiencia en los
niveles de P53, un potente antioncogen
y la sobreexpresion de hasta 4000 co-
pias de VDR en cada célula (3). Esta
linea tumoral evidencia cambios
morfolégicos y funcionales importan-
tes en respuesta al tratamiento con
calcitriol, tales como un incremento
en la adherencia celular, un aumento en
la capacidad de fagocitosis y un incre-
mento en la expresién en superficie de
marcadores de maduracion asociados
auna fuerte inhibicidn en los niveles de
proliferacién basal (3). Resultados si-
milares a los descritos en HL-60 se han
observado con otras lineas tumorales
como la leucemia mielocitica humana-
U937y laleucemia linfocitica humana
M1 (D).

In vivo, los resultados reportados son
similares. Asi por ejemplo, la sobrevida
de ratones con leucemia mielocitica se
ha visto aumentada en respuesta al tra-
tamiento con calcitriol, aunque sin que
se haya podido documentar una com-
pleta diferenciaciéon de la linea

Rev Fac Med UN Col 2001 Vol 49 N°2

neopldsica o una proteccion total con-
tra el desarrollo de la enfermedad (1).
Estos resultados han sido reproduci-
dos en otros modelos animales como
cidncer de seno, melanoma vy
osteosarcoma observandose por ejem-
plo una reduccién hasta del 80% en el
volumen tumoral y proteccion relativa
contra la recurrencia de la enfermedad

1.

Comprender los mecanismos que €x-
plican la accion antineopldsica del
calcitriol ha sido objeto de intensa
investigacion, sin que hasta el momento
se haya caracterizado un mecanismo
especifico (2). Aunque tradicionalmen-
te el calcitriol ha sido considerado
como un activador transcripcional que
promueve el crecimiento celular, estos
nuevos hallazgos sugieren una relacion
mds compleja en la induccién o inhibi-
cién por accién genémica, de otras mo-
léculas involucradas en el crecimiento
y en el control del ciclo celular.

Con respecto al efecto del calcitriol al
interior del ciclo celular, recientemente
se ha reportado que el papel
prodiferenciador en ciertos tipos celula-
res estd acompafiado de permanencia en
la fase G1 o detencién en la fase G2+M
del ciclo celular, periodo de méxima sen-
sibilidad de los tejidos a agentes
diferenciadores (2). Considerando (i) el
retraso en el tiempo en el que se inician
los efectos antimitogénicos-
prodiferenciadores y (ii) el incremento sig-
nificativo enlos niveles de RNAm de VDR
durante la transicion de la expansién
neoplasica evidenciando la existencia de
un proceso de induccidn transcripcional,
se ha postulado que estas funciones se
realizan a través de mecanismos
gendmicos mediados por el VDR
sintetisado de novo (17) regulando la
expresion de un extenso numero de
genes y factores transcripcionales que
regulan crecimiento y diferenciacién
celular como c-myc, c-fos, c-fims, tbl y
otros como integrinas y sialoforinas (1,
17-18)

Se ha reportado recientemente que la
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capacidad de regular la expresion del
oncogen c-myc, €s un marcador de ma-
duracién de un extenso nimero de li-
neas neopldsicas. Algunas lineas
tumorales que no exhiben una clara re-
gulacién del oncogen c-myc durante la
progresion en el ciclo celular expresan-
do niveles elevados de manera constitu-
tiva, son lineas inmaduras que muestran
una proliferacién celular sostenida (17).
En la linea celular HL-60 se ha observa-
do por ejemplo que el calcitriol inhibe la
proliferacién celular e induce la diferen-
ciacién hacia un fenotipo maduro, al pa-
recer un efecto que es precedido por la
disminucién en la expresién del RNAm
de c-myc (17), sugiriendo la existencia
de un mecanismo de regulacion de c-myc
mediado por el VDR. Se ha descrito que
durante la progresion en el ciclo celular,
los niveles de expresion del RNAm de c-
myc varian de manera inversamente pro-
porcional con respecto a la expresién del
RNAm del VDR; de tal forma que cuan-
do aumenta la expresién de uno disminu-
ye la expresion del otro (17). Entonces,
la expresion disminuida de VDR facilita
la progresion en el ciclo celular mediada
por c-myc, promoviendo el crecimiento
neopldsico y de manera inversa la ex-
presién aumentada del VDR promueve
la accién antimitogénica del calcitriol in-
terfiriendo con la regulacién del crecimien-
to mediada por c-myc (17). Un compor-
tamiento similar se ha observado con el
gen del retinoblastoma, otro oncogen fun-
damental en la regulacién del ciclo celu-
lar (1). Ya que en algunas lineas
neoplasicas, después de la exposicion
celular a concentraciones elevadas de
calcitriol, se ha detectado una rdpida dis-
minucién en la expresion de este oncogén
y una disminucién en su actividad biol6-
gica por defosforilacion de la proteina (1),
resultando en una clara inhibicién de la
proliferacion celular.

En contraste con los oncogenes anterior-
mente mencionados, cuya expresién es
inhibida por la exposicién al calcitriol, otro
grupo de genes muestran un incremento
en su expresion tras la estimulacién con
la hormona (1). Tal es el caso del

oncogen c-fos que se ha visto implicado
en la respuesta celular a la estimulacion
con calcitriol en lineas celulares de can-
cer de seno (1,2,18). Sin embargo, este
incremento es rapido y transitorio por lo
que se supone que el efecto que ejerce
pueda ser poco significativo. Un efecto
mas sostenido puede presentarse con el
oncogen c-fins, que codifica para el re-
ceptor del factor estimulante de colonias
de monocitos (M-CSF), y cuya expre-
sién es estimulada por el calcitriol, favo-
reciendo la diferenciacién celular (1).

En diversas lineas celulares neoplasicas,
después de la exposicién a concentracio-
nes elevadas de calcitirol, se ha descrito
la induccién transcripcional y la expre-
sién de diferentes proteinas caracteristi-
cas de un fenotipo maduro. En células
HIL-60 tratadas con calcitriol, se aumen-
ta entre otras, la expresion y la secrecién
de TNF « (1,8). En otros tipos celula-
res, se describe un incremento en la ex-
presién de mieloblastina, una proteasa
cuya expresion se asocia con una res-
puesta proliferativa disminuida y un
fenotipo maduro. También se ha docu-
mentado un aumento en la expresion de
otras moléculas involucradas en la adhe-
sién celular tales como sialoforinas, el
receptor de vibronectina, integrinas o y
B 3 y otras moléculas como los ligandos
de ICAM-1 y CD54 (1). Estos hallazgos
sugieren que el calcitriol tiene la capaci-
dad de regular la induccién de un sinnu-
mero de genes asociados con la diferen-
ciacién celular a traves del VDR,

Adicionalmente a los mecanismos
genomicos descritos previamente, los
efectos antineoplasicos del calcitriol pue-
den asociarse también con su accién en
la regulacion de los niveles de calcio
intracelular y en los procesos de apoptosis
como se ha documentado en lineas
tumorales de cancer de seno (18). El cal-
cio intracelular se ha visto implicado en
el crecimiento celular, la diferenciacion y
la induccidn de la muerte celular progra-
mada en estas lineas tumorales (18). La
regulacion del calcio intracelular media-
da por el calcitriol ocurre directamente

desde la membrana celular alterando el
movimiento de corrientes de calcio a
traves de canales voltaje dependientes y
también por accién de secuestro y libe-
raci6n del calcio almacenado en organelos
intracelulares. Estas variaciones del
gradiente de calcio intracelular generan
sefiales que inhiben el crecimiento celu-
lar y pueden inclusive activar la compleja
cascada enzimatica de endonucleasas
calcio-dependientes que conduce al pro-
ceso apoptdtico. (18,19). La induccién
de apoptosis, asi como la inhibicién del
crecimiento celular en estas lineas
tumorales han mostrado un comporta-
miento dosis-dependiente (20). Un hallaz-
g0 con importantes repercusiones
clinicas.

Adicionalmente, otras moléculas como hor-
monas y citoquinas sinérgicas en la accién
antiproliferativa y prodiferenciadora del
calcitriol se han descrito recientemente Se
destaca el dcido retinéico, un potente
inhibidor de 1a proliferacién de células HL-
60 y U937. Sin embargo, se debe sefialar
que la diferenciacién inducida por el 4ci-
do retindico genera caracteristicas
granulociticas en contraste con la induc-
cién de caracteristicas monociticas por
el calcitriol (1). Otras moléculas que pa-
recen influir en la diferenciacion
monocitica de células HL-60 incluyen las
citoquinas TGF o, M-CSF e IFN v. Es-
tos hallazgos en conjunto confirman una
vez mas la compleja red de interacciones
moleculares en los procesos carcinogénicos,
donde el calcitriol parece desempefiar un
papel fundamental.

ANALOGOS

Con la evidencia del efecto antiproliferativo
y prodiferenciador del calcitriol, su accién
antipsorisica e inmunomoduladora, asf
como su accion antineoplasica, seria de
esperar que se hubiera extendido mas su
investigacién y su uso clinico. Sin em-
bargo, las dosis de calcitriol requeridas
para alcanzar las concentracidnes efec-
tivas utilizadas in vitro, resultan
suprafisiolégicas y generan efectos
hipercalcémicos incompatibles con la vida.
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La solucién a esta limitante ha sido el de-
sarrollo de moléculas andlogas al calcitriol
que resultan mds potentes en la inhibi-
ci6n del crecimiento y proliferacion, asi
como en la induccién de la maduracién de
lingas celulares tumorales, pero con una
escasa actividad hipercalcémica. Varios ané-
logos han sido sintetizados y estudiados ex-
perimentalmente (21). Se destacan dos
moléculas, el andlogo comiinmente deno-
minado Ro23-7553 (1,25 (OH)2,16ene-
23yneD3) que ha demostrado prolongar la
supervivencia de ratones leucémicos y la
molécula Ro24-5531(1,25(0H)2,16 ene-
23 y ne, 27hexofluoroD3) que ha mos-
trado tener una elevada actividad en la
inhibicién del crecimiento celular en ineas
tumorales de cdncer de seno y de
leucemia mielocitica aguda (21). Se ha
observado que Ro24-5531 inhibe también
la expansién clonal de células HL-60 in-
duciendo el desarrollo de unidades
formadoras de colonias granulocito-
macréfago (21). Un efecto prodiferenciador
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