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Efecto diferencial de los analogos de la
vitamina D en la proliferacion de células
de musculo liso vascular
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RESUMEN

Existen datos experimentales contradictorios respecto al comportamiento de
las células de musculo liso vascular (CMLV) expuestas al calcitriol. Determinar
el efecto del calcitriol y de sus andlogos a nivel vascular tiene una considera-
ble trascendencia clinica ya que la proliferacion de las CMLV esta implicada
en el mecanismo patogénico de la arteriosclerosis y de la resistencia tras an-
gioplastia.

En este trabajo demostramos mediante incorporacion de BrdU que el calci-
triol estimula la proliferacién en las CMLV. La proliferacion es menor al anadir
al medio de cultivo Paracalcitol o EB1089 a dosis equimolar. En concordancia
con estos hechos, también observamos que el calcitriol induce la expresién del
mRNA VDR mientras que no existe este efecto con ninguno de los analogos es-
tudiados.

En conclusion, el calcitriol tiene un efecto directo estimulador de la prolife-
racion de las CMLV que no se observa con el Paracalcitol y EB1089 a con-
centracion equimolar.

Palabras clave: Células musculo liso vascular. Proliferacion. Calcitriol. Analo-
gos.

VASCULAR AND TISSUE CALCIFICATIONS IN HAEMODIALYSIS PATIENTS
SUMMARY

Atherosclerosis is the principal cause of myocardial infarction, stroke, and pe-
ripheral vascular disease, accounting for nearly half of all mortality in developed
countries. The excessive growth of vascular smooth muscle cells is an important
component in the development of atherosclerotic lesion. The direct effect of cal-
citriol and vitamin D analogs on the VSMCs proliferation is not clear.

In this study we have analysed if calcitriol, Paracalcitol (19-nor-1,25-dihy-
droxyvitamin D,) and EB1089 (experimental analog used as anticancerous) mo-
dify proliferation and the expression of vitamin D receptor (VDR) gene that is re-
gulated at the transcriptional level by itself in the VSMCs.
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VSMCs proliferation was analysed by BrdU incorporation and VDR gene ex-

pression using RT-PCR.

VSMCs proliferation was stimulated when calcitriol was added to the culture.
VSMCs proliferation was significantly lower with analogs at the same dose. With
regard to the functional study, the expression of VDR gene was upregulated by
calcitriol at a concentration of 100 nM. There were no changes in this expression
with the analogs. In conclusion, calcitriol, do not modify VSMCs proliferation.
Therefore, Paracalcitol could have a minor proliferating effect on the wall of ves-

sels that vitamin D.
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INTRODUCCION

Esta demostrado que en la poblacién de dialisis
el riesgo de mortalidad CV es superior al de la po-
blacién general debido a cambios patoldgicos de ori-
gen multifactorial en los vasos y en el corazén. Ade-
mas, la arteriopatia urémica se caracteriza por un
engrosamiento de la capa media e intima de las ar-
terias de todos los tamanos. Por otro lado, la enfer-
medad cardiovascular (CV) de origen arterioscleroso
es una de las principales causas de mortalidad en
los paises desarrollados. La arteriosclerosis es un pro-
ceso complejo en cuya génesis se produce la proli-
feracion y migracion de las células de mdsculo liso
vascular (CMLV) hacia la intima’.

Existen evidencias experimentales de que las cé-
lulas endoteliales y las CMLV expresan receptor de
la vitamina D (VDR)? sugiriendo un papel de esta
hormona a nivel vascular. Recientemente, Zehnder
y cols.? demostraron que la sintesis de calcitriol por
las células endoteliales podria actuar a nivel local
(accién paracrina/autocrina), modulando los efectos
de las citoquinas inflamatorias en los vasos y pro-
moviendo la adhesion leucocitaria.

Existen pocos estudios que analicen el efecto del
calcitriol en la proliferaciéon de la CMLV y ademas
los resultados son controvertidos. Por ello, nos plan-
teamos analizar el efecto del calcitriol sobre la pro-
liferacion de la CMLV. Por otro lado, en la actuali-
dad se estan utilizando analogos de la vitamina D
menos hipercalcemiantes en el tratamiento de la os-
teodistrofia renal que tampoco han sido estudiados.

MATERIALES Y METODOS
Cultivo celular
El cultivo primario de CMLV se obtiene a partir

de explantes de arteria aorta de rata Sprague-Daw-
ley descrito por Pickering y cols.*.
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Las células obtenidas se identifican como CMLV
segln los siguientes criterios: 1) Las células crecen
segln el patron caracteristico de montana y valle, y
2) Por immunocitoquimica para el anticuerpo mo-
noclonal anti-o-smooth muscle actin (Sigma). Para
enriquecer la poblacion de células en fase GO/GT,
las células son mantenidas en DMEM suplementado
con 0,2% FBS durante 2 dias.

Sintesis de DNA

La proliferacion celular se valoré a partir de la sin-
tesis de DNA. Esta se cuantifica segin los niveles de
incorporaciéon de 5-Bromo-2’-deoxy-uridine (BrdU
Labeling and Detection Kit Ill, Roche). Las células
son cultivadas en medio de cultivo de crecimiento
(DMEM 10% FBS) durante 48 horas. Posteriormente
son incubadas en DMEM 0,2% FBS durante 48 horas
para sincronizar las células en estado quiescente (G)
y estimuladas con FGF (Fibroblast Growth Factor).
Para determinar el efecto del calcitriol y los anélo-
gos EB1089 y Paricalcitol en la proliferacion celu-
lar, estos se afaden al mismo tiempo que la reesti-
mulacion con FGF a una concentracién de 100 nM.

Andlisis de RT-PCR

Para determinar la expresion del VDR usamos la
técnica de RT-PCR, donde podemos cuantificar el
mMRNA del VDR de las células CMLV al ser tratadas
con calcitriol o analogos.

Se extrae el RNA total de las células utilizando
RNeasy Mini Kit (Qiagen). A partir de este RNA obte-
nido usamos 1% strand DNA synthesis Kit for RT-PCR
(Roche) para la obtencion del cDNA. Finalmente, di-
senamos la PCR con los primeros especificos para el
gen del receptor de la vitamina D (VDR): oligonucle6-
tido inicial : 5’CTTCCACTTCAATGCTATGAC3’ y oli-
gonucledtido final: 5’GTTGGAGCGTAACATGATCACS'.



Paralelamente a la amplificacion del gen de interés,
usamos como  referencia  la  amplificacion
del gen glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenasa
(GAPDH) de rata (5). Las condiciones de la PCR son
94° C durante 15 segundos, 58° C durante 30 segun-
dos, 72° C durante 1 minuto y un total de 35 ciclos.

RESULTADOS

Efecto del calcitriol y analogos en la proliferacion
de CMLV

El calcitriol a concentracion de 100 nM aumenta
el grado de incorporacion de BrdU, es decir, esti-
mula la proliferacién en las CMLV en una propor-
cion superior al doble del control. Los analogos
EB1089 y Paricalcitol, a la misma concentracién, no
la modifican (fig. 1).

Expresion diferencial del receptor de la
vitamina D; (VDR)

Como sabemos las principales acciones del cal-
citriol estan mediadas por el receptor VDR mo-
dulando la transcripcion de genes diana. Por ello,
la diferencia en la induccién de la proliferacion
podria deberse a diferencias en la expresion del
VDR.
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Fig. 1.—Efecto diferencial de los analogos del calcitriol en la pro-
liferacion de CMLV. Las células CMLV se mantienen en estado
quiescente, luego son tratadas con 20 ng/ml de FGF y se afade
calcitriol, EB1089 y Paricalcitol a la concentracion 100 nM. La
proliferacion celular se valora segtin la incorporacion de BdrU en
el DNA.

PROLIFERACION DE CMLV Y CALCITRIOL

Como muestra la figura 2, el mRNA del VDR au-
menta al afadir al cultivo calcitriol a partir de las
12 h, en cambio no se modifica con ninguno de los
analogos.

DISCUSION

Los resultados del estudio muestran que el calci-
triol, a diferencia de los analogos estudiados, indu-
ce la expresion del VDR vy la proliferacion de las
CMLV.

Los estudios que analizan el efecto del calcitriol
en la proliferacion de las CMLV son escasos y con
resultados controvertidos. Mientras que el primer es-
tudio de MacCarthy y cols.® muestra que el calci-
triol suprime el crecimiento de CMLYV, otros estudios,
especialmente Mitsuhashi y cols.” observan un efec-
to proliferador en CMLV quiescentes y no quiescen-
tes. Ademas en células quiescentes observo que el
calcitriol ejercia un efecto sinérgico con la mitogé-
nesis inducida por trombina mientras que en las cé-
lulas no quiescentes se inhibia este efecto. Como
resultado de todo ello, existe un concepto generali-
zado confuso del efecto del calcitriol sobre la pro-
liferacion de las CMLV.

Nuestros resultados muestran un claro efecto esti-
mulador de la proliferacion de las CMLV, que se re-
fuerza al observarse que también induce la expre-
sion del VDR.

Los analogos Paricalcitol y EB1089, por el con-
trario no estimulan la proliferacion de las CMLV a
similares concentraciones. Existen estudios que de-
muestran un efecto diferente de los analogos de la
vitamina D en la proliferacion de otras lineas celu-
lares. Moe y cols.8, observan que el Paricalcitol ejer-
ce mayor efecto en la incorporacién de timidina
comparado con el calcitriol, en linfocitos aislados
de pacientes en diélisis y controles. Norman y cols.’
demuestran que la proliferacion de queratinocitos
puede estar inhibida en diferentes grados al aplicar
calcitriol u otros anélogos.

El efecto estimulador de la proliferacion de las
CMLV encontrado en este estudio se muestra en el
rango de concentracion de calcitriol similar a las que
inducen respuesta bioldgica en otros tejidos y tipos
celulares analizados in vitro” 1913, Esta concentra-
cioén es aproximadamente 100 veces superior a la
concentracion plasmatica necesaria para producir
efecto, en humanos, sobre 6rganos diana clasicos
(intestino y paratiroides). Estas diferencias pueden ser
debidas a la unién de la hormona a las proteinas
del medio de cultivo impidiendo la entrada a la cé-
lula, o bien a la inactivacién de la vitamina D libre
en el medio de cultivo. Por otro lado, en este estu-

119



A. CARDUS y cols.

Calcitriol

VDR
GAPDH
Tiempo (h) 0 12 24 48

1 1
g 081 g 08
> >
z 06 S 06
~ ~
£ £
g 041 g 04
o) o)
2 2
z 0,2 Z 0,21

0 0

0 12 24 48 0
Tiempo tratamiento con calcitriol

Tiempo tratamiento con paricalcitol

Paricalcitol

EB1089

a1}

-
0 12 24 48
']_
g 081
>
Z o6
[a'4
£
g 0,47
°
2
Zz 0,21
N
12 24 48 0 12 24 48

Tiempo tratamiento con EB1089

Fig. 2.—El calcitriol incrementa la expresion del gen del VDR, los analogos no la modifican. Las células CMLV son incubadas con
100 nM calcitriol o andlogos. Mostramos la RT-PCR representativa de los productos amplificados y el grafico de cuantificacion nor-

malizado segtn el gen GAPDH.

dio analizamos los efectos vasculares. Desconoce-
mos cual es la concentracién alcanzada localmente
debida a la sintesis de calcitriol por las células en-
doteliales, que probablemente es la responsable de
los efectos sobre las CMLV. Si como sugieren estas
recientes evidencias existe un efecto paracrino del
calcitriol sobre las CMLV, no podemos tomar como
referencia las concentraciones plasmaticas. Mit-
suhasshi y cols.” argumentan que quiza en las CMLV
cultivadas in vitro exista menor nimero de VDR. Por
dltimo, la posibilidad de que a estas concentracio-
nes el efecto observado sea debido a una reaccién
cruzada con otros receptores esteroideos es poco
problable ya que se ha demostrado que la Dexa-
metasona suprime la proliferaciéon de las CMLV in
vitro'.

En datos preliminares (no mostrados) hemos ob-
servado un efecto proliferador dosis-dependiente del
calcitriol (en un rango de 10 a 100 nM) a diferen-
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cia del Paricalcitol que no modifica la incorporacién
de Brdu a ninguna concentracién analizada dentro
del mismo rango.

Otro aspecto relevante de este estudio, es la de-
mostracion por primera vez en cultivos primarios de
CMLYV, del incremento inducido por el calcitriol en
el mRNA del VDR. Recientemente, Rajasree y cols."
han observado que aumenta la expresion del VDR
en CMLV de conejos con hipervitaminosis D. Por el
contrario, no observamos modificacion de la expre-
sion del VDR al anadir al cultivo Paricalcitol o
EB1089. Este hecho puede ser un mecanismo que
justifique, al menos en parte, las diferencias encon-
tradas en el efecto proliferador. Desconocemos si
existen diferencias en la expresion del VDR en la
mucosa intestinal, donde se han encontrado tam-
bién, diferencias en la absorcién de calcio entre el
calcitriol y el Paricalcitol. No se conoce con exac-
titud el mecanismo que explique estas diferencias.



Recientes estudios sugieren que los analogos de la
vitamina D pueden inducir cambios en la confor-
macion del VDR especificos del ligando que como
consecuencia modificarian su vida media, la inter-
accion con el receptor del acido retinoico (RXR) y/o
los coactivadores que intervienen en el complejo
transcripcional 1.

En conclusion, el calcitriol estimula la prolifera-
cion de las CMLV y la expresion del mMRNA VDR en
dichas células. En el futuro deberd demostrarse si
este efecto también tiene lugar en animales de ex-
perimentaciéon y humanos debido a su importante
repercusion clinica, no sélo en la poblacién de pa-
cientes con IRC sino también en los pacientes con
ateromatosis. También tiene especial trascendencia
el hecho de que el Paricalcitol no muestre efecto
proliferador sobre las CMLV ya que a su accion
menos hipercalcemiante puede afadirse también un
efecto beneficioso vascular.
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