
INTRODUCCIÓN

La vitamina D existe en dos formas: el ergocalci-
ferol o vitamina D2 producida por plantas y el co-
lecalciferol o vitamina D3, producida en tejidos ani-
males o por la acción de la luz casi ultravioleta
(290-310) sobre el 7-dehidrocolesterol en la piel
humana. Ambas son prohormonas biológicamente
equivalentes que deben sufrir dos hidroxilaciones
para poder activar al receptor de la vitamina D en
los órganos blanco. La primera hidroxilación de la
vitamina D ocurre en posición 25 a nivel hepático
por la acción de la enzima mitocondrial P450c27
(CYP27A1), que también hidroxila al colesterol en
posición c-26 y c-27 para iniciar la síntesis de áci-
dos biliares. Esta actividad catalítica no esta regula-
da hormonalmente y los niveles circulantes de 25-
hidroxi vitamina dependen principalmente de la
ingesta dietética y del nivel de exposición solar.

La 25OH vit D al igual que la propia vitamina
D, tiene una baja capacidad de unirse al recep-
tor de la vitamina D para provocar una respuesta
biológica. Debe transformarse primero en la 1,25
dihidroxivitamina D o calcitriol por una 1 alfa-hi-
droxilación a nivel del túbulo proximal del riñón
producida por la 25-hidroxivitamina D3 1 alfa-hi-
droxilasa (CYP27B1). Este es el paso limitante
obligado para la bioactivación de la vitamina D y
es el que esta estrechamente regulado por la pa-
ratohormona, calcio, fósforo y la propia 1,25(OH)
2D1,2.

Finalmente la 24 hidroxilación de la 1,25 dihi-
droxivitamina D producida por la enzima 25-dihi-
droxivitamina D3 24-hidroxilasa (CYP24A1), paso
que inducible por el propio calcitriol, es el primer
paso en el catabolismo de esta hormona a través de
la oxidación en posición C-24 de la cadena lateral
en los tejidos efectores.

HIDROXILASAS
DE LA VITAMINA D 

La vitamina D 25-hidroxilasa, la 1 alfa hidroxi-
lasa y la 24 hidroxilasa pertenecen todas al tipo I
de enzimas de citocromo P450 que se localizan a
nivel mitocondrial. Funcionan como oxidasas que
usan electrones del NADPH y oxígeno molecular3,4.
Para la catálisis por una enzima tipo I del P450,
los electrones del NADPH son primero tomados por
una flavoproteína, la ferredoxina reductasa, que
está unida a la membrana interna mitocondrial o
está en solución en la matriz mitocondrial. La fe-
rredoxina puede inter-actuar con cualquier cito-
cromo P450 mitocondrial. La porción P450 se une
al sustrato, recibe los electrones y el oxígeno mo-
lecular y cataliza la reacción usando hierro de un
grupo Hemo para coordinar el oxígeno. Las tipo II
de enzimas del citocromo P540, como las enzimas
esteroideogénicas 17 alfa hidroxilasa, 21 alfa hi-
droxilasa y aromatasa o de las enzimas hepáticas
involucradas en el metabolismo de drogas, se di-
ferencian de las tipo I en que se encuentran en el
retículo endoplásmico y en que reciben electrones
de una flavoproteína diferente, la P450 óxidore-
ductasa, ocasionalmente facilitada por el citocro-
mo b5 y sin la necesidad de una proteína hierro-
azufre5.
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Recientemente, usando la expresión heteróloga en
bacteria E Coli se ha podido investigar en detalle las
propiedades de estas enzimas dependientes de cito-
cromo P4506. Al analizar los metabolitos de la vita-
mina D por el sistema reconstituido, la CYP27A1
produjo por lo menos siete formas de metabolitos
menores incluyendo 1 alfa, 25(OH)2D3 además del
metabolito mayor 25(OH)D3. Estos resultados indi-
can que la CYP27A1 cataliza la múltiples reaccio-
nes involucradas en el metabolismo de la vitamina
D3. Por el contrario la CYP27B1 solo cataliza la hi-
droxilación en la posición C-1 alfa de la 25(OH)D3
y la 24R,25 (OH)2D3. Los estudios enzimáticos de
especificidad de sustrato de la CYP27B1 sugieren
que la actividad de la 1 alfa hidroxilasa de la
CYP27B1 requiere de la presencia del grupo hidro-
xilo en posición 25 de la vitamina D3 y que su ac-
tividad es aumentada por el grupo hidroxilo en po-
sición 24 mientras que un grupo hidroxilo en la
posición 23 disminuye en forma importante su acti-
vidad. Se han detectado 8 tipos de mutaciones de
sentido cambiado en el gene de la CYP27B1 que se
encuentran en los pacientes portadores de raquitis-
mo dependiente de la vitamina D (VDDR-I) que de-
terminan la abolición completa de la actividad de la
1 alfa hidroxilasa. 

REGULACIÓN DE LA 1 ALFA HIDROXILASA
(CYP27B1) RENAL 

La actividad de la 1 alfa hidroxilasa renal y el
ARNm de la CYP27B1 son estimulados por la PTH,
la calcitonina, el factor de crecimiento insulínico I
(IGF-I), la hipocalcemia y la hipofosfatemia, y es su-
primida por la hipercalcemia, la hiperfosfatemia y
por el propio calcitriol7, 8.

Estudios in vivo han sugerido que el factor clave
activador de la 1 alfa hidroxilasa es la PTH y que
este efecto es mediado por lo menos en parte por
la inducción en las células blanco del AMPc.9. Es-
tudios más recientes han resaltado la presencia de
potenciales elementos respondedores al AMPc en
áreas downstream (-1,4 Kb) con son respondedo-
ras a la PTH en ensayos de promotor-responde-
dor10. El efecto estimulatorio de la PTH sobre la
actividad de las 1 alfa hidroxilasa parece requerir
tanto de la vía de la proteín kinasa A AMPc de-
pendiente (PKA) como de la vía de la proteín ki-
nasa C (PKC). Inicialmente se había propuesto que
la inducción por PTH (y AMPc) sobre el gen la 1
alfa hidroxilasa ocurrían, por lo menos en parte,
por vía transcripcional (10), y que la supresión por
parte del calcitriol era también probablemente a

nivel transcripcional11. Estudios más recientes de
expresión de 1 alpha-hidroxilasa en células AOK-
B50 y HKC-8 (células de túbulo proximal humano
transformadas) han sugerido que la acción estimu-
latoria de la PTH es directa sobre el gen de la 1
alpha-hidroxilasa, mientras que la acción represo-
ra del 1,25(OH) 2D3 es fundamentalmente indi-
recta y no involucra la participación de la PTH12.
No ha sido posible demostrar autorregulación en
la actividad basal del promotor de la CYP 1 alfa
y no se han identificado elementos respondedores
a la vitamina D (VDREs) en el fragmento de 1,4
kb12, 13. Esto contrasta con el análisis del promotor
murino que ha demostrado respuesta positiva a la
PTH y negativa al calcitriol11. Con respecto a la
calcitonina, esta ha mostrado ser una potente es-
timuladora de la expresión de 1 alfa hidroxilasa11

corroborando estudios previos en los cuales la cal-
citonina había mostrado estimular el ARNm de la
1 alfa hidroxilasa y la actividad en condiciones
normocalcémicas14. 

Sin embargo se ha encontrado que la más po-
tente y rápida modulación de la expresión y acti-
vidad de la 1 alfa hidroxilasa ocurre siguiendo a
cambios en el calcio extracelular15. Relativamente
altos niveles de calcio (2 mM versus 1 mM) redu-
cen la síntesis de 1,25 (OH)2D3, mientras que re-
lativamente bajos niveles de calcio (0,5 mM ver-
sus 1 mM) incrementan la actividad enzimática.
Estas respuestas ocurren dentro de las 24 horas
pero son transitorias retornando a lo normal a las
24 horas15. Ya que se ha observado expresión del
receptor sensor de calcio a lo largo del nefrón,
esto sugiere que los cambios en el sensado local
de los niveles de calcio pueden actuar como un
determinante mayor tejido específico de la pro-
ducción de calcitriol. 

La hipofosfatemia incrementa la expresión del
ARN m del P450c1alfa hidroxilasa en ratones, y el
incremento en la expresión génica, que ocurre ex-
clusivamente en el túbulo proximal, es debida por
lo menos en parte a un incremento en la transcrip-
ción del gen P450c1alpha16.

NUEVOS FACTORES
QUE REGULAN LA
1 ALFA HIDROXILASA RENAL

Factor de crecimiento fibroblástico 23

Los individuos afectados de un trastorno genético
denominado raquitismo hipofosfatémico autosómico
dominante (del ingles Autosomal Dominant Hypo-
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phosphatemic Rickets o ADHR) se caracterizan por
tener una pérdida renal aislada de fósforo, hipofos-
fatemia con concentraciones de calcitriol sérico ina-
propiadamente normales17. 

Usando estrategias de posicionamiento clonal,
el consorcio de estudio de ADHR encontró que fa-
milias con ese trastorno presentaban mutaciones de
sentido cambiado en el gen que codifica un miem-
bro de la familia de los factores de crecimiento fi-
broblástico (en inglés fibroblast growth factor, FGF),
el FGF 2318. El gen que codifica este factor está lo-
calizado en el cromosoma 12p1319 y es uno de los
22 miembros de la familia de los FGF20,21. La lon-
gitud completa del FGF 23 es de aproximadamen-
te 26 KDa (251 aminoácidos). Tiene una región
aminoterminal que contiene el dominio caracterís-
tico de los FGF y una novedosa porción carboxilo
terminal de 77 aminoácidos. Las mutaciones que
se detectaron en esas familias de ADHR afectaban
a las argininas posicionadas tres aminoácidos apar-
te (R176 Q, R179 W y R179 Q). La repercusión
que esas mutaciones tienen en la estructura del FGF
23 se aclaró cuando varios grupos de investigado-
res expresaron y estudiaron este factor in vitro. Ade-
más de la proteína esperada de 30.000 a 32.000
Mr que comprende al FGF 23 completo, se obser-
varon dos fragmentos más pequeños. Esto mostra-
ba que una parte del FGF 23 secretado era proce-
sado a dos fragmentos de 18.000 y 12.000 Mr. El
tamaño de los fragmentos y sus secuencias era con-
sistente con un clivaje de la molécula en un sitio
que contiene el motivo RXXR(5), característico del
sitio de clivaje de enzimas del tipo de la pro-con-
vertasa.

Las mutaciones identificadas en los pacientes con
ADHR reemplazan los residuos de arginina dentro
del sitio de consenso de clivaje de la proconverta-
sa. Como el FGF 23 presente en las familias con
ADHR se expresa solamente como una proteína de
30.000 a 32.000 Mr in vitro, resto sugiere que las
mutaciones impiden el procesamiento o degradación
del FGF 2322-24.

La administración de FGF 23 recombinante a ra-
tones normales induce una disminución precoz del
calcitriol y una pequeña pero significativa dismi-
nución del fósforo sérico producida por incre-
mento en la fosfaturia18. La exposición prolonga-
da al FGF 23 producida por la implantación de
células de ovario de hamster chino, conteniendo
el gen FGF 23, en ratones desnudos atímicos, in-
duce una severa hipofosfatemia, osteomalacia y
disminución de los niveles de 1,25 dihidroxivita-
mina D3, por disminución del mensajero de la 1
alfa hidroxilasa renal25. Finalmente la deficiencia

de FGF 23 provocada en ratones por ablación di-
rigida del gen del FGF 23 resultó en hiperfosfate-
mia y marcado aumento en los niveles de 1,25
dihidroxivitamina D3, así como anormalidades es-
queléticas26. Todo lo anterior sugiere que el FGF
23 es una verdadera fosfatonina y confirma su rol
esencial y no redundante en el control de la ho-
meostasis del fósforo y en el control de la 1 alfa
hidroxilasa renal. 

Productos del gen Klotho

Recientemente se ha desarrollado una cepa de
ratón de vida media corta con una sola mutación
genética que causa muchas enfermedades relacio-
nadas con el envejecimiento. El gen responsable
ha sido identificado como gen Klotho. Los ratones
homocigotas para alelos severamente hipomórficos
del gen Klotho (ratones klotho) exhiben un sín-
drome que se parece al envejecimiento humano,
incluyendo aterosclerosis, osteoporosis, enfisema,
alteraciones en la audición27. Esto incluye calcifi-
caciones ectópicas en las paredes arteriales y el
estómago, atrofia del timo, disrrupción de las cé-
lulas de Purkinje, atrofia gonadal (esterilidad), afi-
namiento de la piel, ataxia y anormalidades de la
glándula pituitaria, así como hipoglucemia e hi-
perfosfatemia27.

El gen klotho codifica a la proteína Klotho, un
nuevo tipo I de proteínas de membrana de la fami-
lia de las beta-glicosidasas y se expresa principal-
mente en las células tubulares distales del riñón, el
plexo coroideo en el cerebro y las células principa-
les de la glándula paratiroidea. A pesar de que la
proteína Klotho guarda similitud de secuencia con
miembros de la familia 1 de las glicosidasas, le fal-
tan los residuos de ácido glutámico que se ha mos-
trado están comprometidos con la actividad catalí-
tica de esta familia de enzimas. La función de esta
proteína no esta todavía bien caracterizada. La ac-
tividad enzimática de Klotho muestra que esta
proteína funciona como una nueva beta-glucuroni-
dasa y que los glucurónidos de beta-esteroides son
potenciales candidatos como sustratos naturales del
Klotho28.

Análisis de cDNA reveló que el gen klotho tam-
bién se expresa como una forma secretada, que le
falta el segmento KL2, dominios transmembrana, y
de dominios intracelulares, debido a alteraciones
en el splicing del ARN. Por lo tanto, el klotho tam-
bién puede actuar como un factor humoral27, 29.
Nuevos anticuerpos establecidos contra Klotho
permitieron la detección de la forma secretada de
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Klotho, en el suero y en el líquido cerebroespi-
nal30. Sorprendentemente el Klotho secretado era
de 130 kDa, en contraste con los 70 kDa predi-
chos de los transcriptos de gen klotho, sugiriendo
que la forma secretada así como la forma asocia-
da a la membrana de la proteína Kotho forman
complejos oligomerizados. Estos hallazgos señalan
un procesamiento post-translacional de los pro-
ductos del gen Klotho y posibles sitios de regula-
ción de su secreción in vivo. La proteína Klotho
humana muestra 86% de identidad de aminoáci-
dos con la proteína de ratón y es codificada por
un gen que se extiende por más de 50 kb en el
cromosoma 13q1229.

Los ratones mutantes nulos para el gen Klotho
muestran una homeostasis anormal del calcio y fós-
foro junto a un incremento en los niveles de séri-
cos de 1,25-(OH)2D. En los ratones kl-/- a la edad
de 3 semanas se encuentran niveles elevados de
calcio sérico , fósforo y lo más notable, una gran
elevación de los niveles séricos de 1,25-(OH)2D
con respecto al ratón tipo salvaje. La reducción de
las concentraciones séricas de1,25-(OH)2D por res-
tricción dietética resultó en un alivio de la mayor
parte de los fenotipos, sugiriendo que ellos eran
eventos que estaban camino abajo resultantes de
los niveles elevados de 1,25-(OH)2D. Tsujikawa y
cols. estudiaron las señales que llevan a una up-
regulación de las enzimas activadoras de la vita-
mina D al examinar la respuesta en la expresión
del gen de la 1 alfa-hidroxilasa a las hormonas re-
guladoras del calcio, como la PTH, calcitonina, y
1,25(OH)2D3. Estas vías estaban intactas en los ra-
tones mutantes nulos para klotho, sugiriendo la
existencia de circuitos regulatorios alternativos.
También encontraron que la administración de
1,25(OH)2D3 induce la expresión de klotho en el
riñón. Estas observaciones sugieren que el klotho
puede participar en un circuito regulatorio negati-
vo del sistema endocrino de la vitamina D, a tra-
vés de la regulación de la expresión del gen de la
1 alfa-hidroxilasa31.

La vida media promedio de los ratones homoci-
gotas para el gen klotho alterado fue de 9,6 + 1,1
semanas y su peso promedio no excedió los 10 g
cuando se los alimentó con la dieta no purificada,
CE-2. A pesar de ello, cuando estos ratones macho
homozigotas para el klotho alterado fueron alimen-
tados con dieta baja en fósforo (0,4 g/100 g) co-
menzando a la tercer semana de edad, ellos conti-
nuaron ganando peso alcanzando los 20 g o más
para la 20 semana de edad32. Por lo tanto al consi-
derar la relación entre la expresión del Klotho y el
nivel de fósforo de la dieta, la proteína klotho pa-

rece ser controlada negativamente por el fósforo de
la dieta.
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