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GLOSARIO 



 

1α-OHasa =1α-hidroxilasa. 

1,25(OH)2D3  = Calcitriol. 

1-IL= Interleucina-1 

24,25(OH)2D = 24,25 dihidrocolecalciferol. 

25(OH)D2 = Ergocalciferol producido en plantas. 

25(OH)D3 = Ergocalciferol producido en mamíferos (calcitriol). 

ACTH = Hormona adrenocorticotrofica. 

AH6809 =  Ácido 6-isopropoxi-9-oxoxanthene-2-carboxilico (bloqueador de  

receptores  de PGs). 

AKPh  = Fosfatasa alcalina. 

AKPhO = Fracción ósea de la fosfatasa alcalina. 

AMPc = Adenosin monofosfato cíclico. 

Ca = Calcio. 

Ca2+ = Calcio iónico. 

Carbógeno = Gas: 95% de O2 y 5% de CO2. 

COX = Ciclooxigenasa. 

CTRP  = Células tubulares renales proximales. 

DMSO = Dimetilsulfoxido (disolvente orgánico). 

DP = Receptor de la prostaglandina PGD. 

EP = Receptor de la prostaglandina PGE2. 

EP1, EP2, EP3 y EP4   = Receptores subtipos de la PGE2. 

FP = Receptor de la prostaglandina (PGF). 



g*= Unidades gravitacionales. 

I125 = Yodo radiactivo. 

IGF1 = Factor de crecimiento, parecido a la insulina, tipo 1. 

IP = Receptor de la prostaglandina I (PGI). 

KH = Solución nutriente de Krebs Henseley. 

Mg = Magnesio.  

Mg2+ = Magnesio iónico. 

MLT = Intervalo de tiempo entre el deposito pequeñísimo de osteoide y su     

mineralización promediada  con la duración total del osteoide. 

P = Fósforo. 

P450c24 = Enzima citocrómica mitocondrial que cataliza la hidroxilación del  

carbón 24 de la vitamina D. 

P450c25 = Enzima citocrómica mitocondrial que cataliza la hidroxilación del 

carbón 25 de la vitamina D. 

PGHS1 = Sintetasa 1 de las prostaglandinas. 

PGHS2 = Sintetasa 2 de las prostaglandinas. 

PGs = Prostaglandinas. 

PTHi  = Paratohormona,  molécula íntegra. 

RIA = Radioinmunoanálisis. 

RNAm = Ácido ribonucleico mensajero. 

Síndrome de Bartter =  Enfermos con alcalosis, hiperreninemia, 

hiperaldosteronismo,   hipocalemia  y  normotensión. 

TNFα = Factor necrosante tumoral alfa. 



TNFβ = Factor necrosante tumoral beta. 

TP = Receptor del tromboxano. 

TRP  = Túbulos renales proximales. 

TxA2 =  Tromboxano. 

UI/g  = Unidades internacionales por gramo. 

VDR = Receptor celular del calcitriol. 

Vehículo = Solución salina-etanol. 
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1.   RESUMEN Y ABSTRACT 

 
1.1. RESUMEN 

 

EFECTOS DE LA PROSTAGLANDINA E1 EXÓGENA EN LA BIOSÍNTESIS DEL 

CALCITRIOL (1,25[OH]2D3) EN CONEJOS 

Las prostaglandinas (PGs) son potentes reguladores del metabolismo óseo, se 

conoce que las de la serie E son activadoras efectivas de la resorción ósea. Se ha 

demostrado que las PGs E  tienen efectos anabólicos en el tejido óseo y que la 

PGE2  estimula la síntesis del calcitriol in vitro, pero esto no ha sido investigado 

con la PGE1. Estudios de fracturas palatinas en gatos y conejos en nuestro 

laboratorio, indican que la PGE1 reduce significativamente el tiempo de 

mineralización ósea,  lo que sugiere que la aceleración de la formación ósea se 

debe a un aumento en la producción de calcitriol. El objetivo del presente estudio 

fue el determinar tanto in vivo como in vitro, los efectos de la PGE1 sobre la 

síntesis del calcitriol 

Se utilizaron 20 conejos adultos machos de la cepa Nueva Zelanda, dividiéndolos 

en dos grupos; diez recibieron diariamente por vía intravenosa el vehículo durante 

20 días y los otros diez recibieron diariamente por la misma vía 50 µg de PGE1 en 

el vehículo durante 20 días. El día 20, se obtuvieron muestras de sangre donde  

se determinaron los niveles séricos de calcio total e iónico, magnesio total e iónico, 

fósforo, fosfatasa alcalina total y su isoenzima ósea, hormona paratiroidea (PTHi), 

calcitonina, 25-hidroxivitamina D3 (25(OH)D3) y 1,25-dihidroxivitamina D3.  

Para el estudio in vitro se obtuvieron diez riñones de cinco conejos mantenidos en 

condiciones iguales a los utilizados en el experimento in vivo. Se preparó una 
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solución enriquecida con los túbulos renales proximales (TRP) mediante el método 

de gradiente de Percoll. En el cultivo de la solución de TRP se hicieron dos 

estudios cinéticos del tipo dosis-respuesta: el primero fue para buscar la 

concentración adecuada de 25(OH)D3 a emplearse como sustrato en la 

producción de calcitriol, en el segundo se buscó la concentración adecuada de 

PGE1 a emplearse como estimuladora para la producción de calcitriol.  

Se realizó un tercer experimento, utilizando cuatro viales que contenían TRP, los 

cuales se sometieron a pre-incubación por 20 minutos. Después se inició la 

reacción agregando a todos los viales 8 µM de 25(OH)D3, como sustrato. A los 

viales II, III y IV, se les agregó una concentración de PGE1 de 2.82 x 10-6 M  y a 

los viales III y IV, una concentración de 10-4M de AH6809 (antagonista del receptor 

de las PGs). En los viales I, II y III la reacción se suspendió a los 5 minutos y en el 

vial IV a los 30 minutos, adicionándoles 1 mL de acetonitrilo. La producción de 

calcitriol se midió por el método de radioinmunoanálisis empleando I125 como 

marcador y expresando los resultados en pg/mg de proteína a los 5 y a los 30 

minutos, respectivamente. 

En el experimento in vivo, los niveles séricos de calcio y magnesio fueron 

significativamente elevados en el grupo que recibió PGE1 cuando se les compara 

con el grupo que recibió vehículo. Los niveles séricos de hormona paratiroidea 

(PTHi), 25(OH)D3 y calcitonina fueron semejantes en los dos grupos, pero se 

observó un incremento significativo en los niveles séricos de calcitriol (p<0.01) en 

el grupo que recibió PGE1. 

En el experimento in vitro, los resultados muestran que existe un incremento 

significativo (p<0.04) de la síntesis de calcitriol en presencia de PGE1, mientras 
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que el AH6809 en presencia de PGE1 a los 30 minutos disminuyó 

significativamente (p<0.05) la síntesis de calcitriol hasta niveles basales. 

El estudio demuestra claramente que tanto in vivo como in vitro la PGE1 

incrementa la síntesis del calcitriol. El incremento de la síntesis  del calcitriol con 

PGE1 es similar al que ha sido reportado con PGE2. El antagonista del receptor de 

las PGs (AH6809) bloquea la síntesis del calcitriol al estímulo con PGE1. 
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1.2. ABSTRACT 

 

EFFECTS OF EXOGENOUS PROSTAGLANDIN E1 ON CALCITRIOL 

BIOSYNTHESIS IN RABBITS 

It is well known that prostaglandins are potent regulators of bone metabolism. 

Prostaglandins of the E serie stimulate bone resorption and have anabolic effects 

on bone formation. 

Previously reports indicate that prostaglandin E2 increases calcitriol synthesis in 

vitro. However the role of prostaglandin E1 in the bone metabolism has not been 

investigated. 

The fact of PGE1 treatment reduces bone mineralization lag time on palatine bone 

fractures in cats and rabbits, suggests an increase in calcitriol synthesis produced 

by the PGE1. The aim of this study was to determine the in vivo and in vitro effect 

of PGE1 on calcitriol synthesis. 

For in vivo studies, daily intravenous injections of vehicle or prostaglandin E1 (50 

µg) were applied to two different groups of rabbits. Twenty days later, serum 

samples were taken to measure total and ionic calcium, total and ionic magnesium, 

phosphorus, total and bone alkaline phosphatases, parathyroid hormone, 

calcitonin, 25 hydroxyvitaminD3 and 1,25 dihydroxyvitaminD3 levels. 

For in vitro studies, the kidneys of the rabbits were removed and an enriched 

preparation of renal proximal tubes (RPT), using the Percoll gradient method, was 

prepared. Using RPT, two in vitro studies were carried out in order to obtain 

adequate doses of 25(OH)D3 to be used as substrate and PGE1 as stimulator,  to 

produce optimal amounts of calcitriol. A third in vitro experiment was carried out 
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with four vials containing PRT that were submitted to preincubation for 20 minutes. 

After the reaction was started, we added to all the vials 8 µM of 25(OH)D3, and to 

vials II, III and IV: 2.82 x 10-6 M of PGE1 and to vials III and IV: 10-4M AH6809 

(receptor PGs antagonist ). In vials I, II and III, the reaction was suspended at 5 

min and in vial IV at 30 min, adding 1 mL acetonitrile. Calcitriol production was 

measured by radioimmunoassay employing I125 as tracer.  

The results showed that serum levels of Ca, Mg and P were increased in the group 

treated with daily injections of PGE1.  Serum levels of PTHi, 25(OH)D3 and 

calcitonin remained similar to those determined in the control group, however a 

significant  increase in  calcitriol serum levels was observed. 

On the other hand, in vitro experiments showed that PGE1 increased significantly  

calcitriol synthesis. After 30 min of incubation in the presence of AH6809, 

25(OH)D3 and PGE1, the RPT decreased  significantly  the synthesis of calcitriol, 

until basal levels. 

The present study shows clearly that PGE1 increases the synthesis of calcitriol in 

vivo and in vitro. The increase of calcitriol synthesis observed with PGE1, is similar 

to that reported for PGE2. The antagonist of prostaglandin receptor (AH6809) 

blocked calcitriol synthesis. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

2.1. Origen y estructura de las prostaglandinas. 

Las prostaglandinas (PGs) y el tromboxano son conocidos como prostanoides y 

son el producto de la acción de la enzima fosfolipasa A2 sobre los ácidos grasos 

no saturados de 20 carbonos que se localizan en las membranas celulares. Estos 

compuestos posteriormente se convierten en otros prostanoides por la acción de 

la ciclooxigenasa y sus respectivas sintetasas dentro de las células, para de 

inmediato liberarse extracelularmente.1, 2 

La estructura de las PGs está compuesta por un anillo ciclopentano y dos cadenas 

alifáticas. Las modificaciones del anillo ciclopentano nos permiten clasificarlas de 

la A a  la I, siendo la A, B, y C, no naturales.2 Las prostaglandinas PGG2 y PGH2 

comparten la estructura del mismo anillo ciclopentano, pero difieren en que por 

medio de la catalización de la  ciclooxigenasa se agrega al carbono 15 un grupo 

hidroperoxi o un grupo hidroxi, respectivamente (Figura 1). La PGH2 bajo la acción 

catalítica de una sintetasa específica modifica los componentes del anillo 

ciclopentano obteniéndose las prostaglandinas, PGD, PGE, PGF y la PGI, 

respectivamente. Otra sintetasa que actúa sobre el anillo ciclopentano de la PGH2 

lo transforma en  un anillo oxano, permitiéndonos obtener el tromboxano (TXA).2 

Las PGs también se han clasificado con  base al número de dobles enlaces en las 

cadenas alifáticas en tres series: 1, 2 y 3. Las PGs de la serie 1, se sintetizan a 

partir del ácido homolinoléico (8, 11, 14-eicosatrienóico) Figura 1, los de la serie 2, 

del ácido araquidónico Figura 2 (5, 8, 11, 14-eicosatetraenóico) y los de la serie 3, 



 7

del ácido eicosapentanóico (5, 8, 11, 14, 17-eicosapentanóico). En los mamíferos 

las derivadas del ácido araquidónico, son las más abundantes.2  

 

2.2. Receptores de las Prostaglandinas.  

Las PGs fueron consideradas como compuestos hidrofóbicos, que atravesaban las 

membranas celulares alterando el fluido lipoídico de éstas.3 Hoy se sabe que esto 

no es así, sino que cada prostanoide tiene un perfil único de actividad que difiere 

de los otros, indicando que su sitio de acción es específico. Esto se hizo aparente 

al desarrollar bioensayos que permitieron comparar en varios tejidos las potencias 

de diferentes prostanoides y de sus análogos. Siguiendo esta línea y también con 

estudios bioquímicos y de radioinmunoanálisis, se demostró la presencia de 

múltiples receptores para los prostanoides en diferentes tejidos y células, que 

culminó en 1982 con la propuesta de una clasificación.4-6  Coleman y col. 

recopilaron la información disponible sobre el tema y elaboraron una clasificación 

comprensible.7,8 Ellos propusieron la presencia específica de receptores para TX, 

PGI, PGE, PGF y PGD y los nombraron como P al receptor de cada uno de los 

prostanoides, adicionando esta letra a la del nombre que identifica a cada una de 

ellas así: TP, IP, EP, FP y DP. Estos mismos autores más adelante clasificaron el 

EP en 4 subtipos: EP1, EP2, EP3 y EP4. 

Estos subtipos de receptores responden a agonistas naturales de la PGE2, pero 

responden diferente a  varios análogos o algunos otros ligandos.7, 9 
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Figura 1: Biosíntesis de prostanoides a partir del ácido homolinoléico.  

Formación de prostaglandinas a partir de ácido homolinoléico para producir la 

PGG1, PGH1 y PGE1. El primer paso es la conversión del ácido homolinoléico a 

PGG1 por acción de una ciclooxigenasa formándose un anillo ciclopentano 

para originar la PGG1 sobre la cual actúa una enzima sintetasa reduciendo al 

carbono 15 y formando la PGH1; sobre ésta actúa otra enzima sintetasa la cual 

reduce el carbono 11 y forma un radical cetónico en el carbono 9 para originar 

la PGE1.  
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Figura 2: Biosíntesis de prostanoides a partir del ácido araquidónico. 

Formación de Prostaglandina (PGs) PGG2, PGH2 y PGE2 a partir del ácido 

araquidónico. El primer paso es la conversión del ácido araquidónico a la 

PGG2, este paso es catalizado por una ciclooxigenasa formándose un anillo 

ciclopentano para originar la PGG2, sobre la cual actúa una enzima sintetasa 

que reduce el carbono 15 produciendo la PGH2, sobre la cual actúa 

nuevamente una sintetasa que reduce al carbono 11 de la PGH2 para formar la 

PGE2. 
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En 1991 Hirata y col10 aislaron y clonaron el receptor del tromboxano (TXA2), éste 

se caracterizó como una proteína compuesta de 343 aminoácidos acoplada a  una 

proteína G del tipo rodopsina con 7 dominios transmembranales.9-10 

Homólogamente en varias especies,  todos los tipos y subtipos de receptores  de 

los prostanoides definidos farmacológicamente fueron identificados con base en 

sus secuencias genéticas. Los genes que codifican en humanos a los receptores 

EP1, EP3, EP4, FP, IP y TP han sido mapeados en los cromosomas 19p13.1, 

1p31.2, 5p13.1, 1p31.1, 19q13.3 y 19p13.3, respectivamente.11-13 

Con base a la señal de transducción que utilizan y de sus acciones, los receptores 

de los prostanoides se agrupan en tres categorías: 1° receptores relajantes que 

incrementan su efecto mediante el aumento del AMPc e inducen la relajación del 

músculo liso (ejemplos; TP, DP, EP2 y EP4); 2° receptores de tipo contráctil, los 

cuales movilizan Ca2+ y  producen la contracción del músculo liso (ejemplos; IP, 

FP y EP1) y 3° receptores inhibidores, que actúan disminuyendo  el  AMPc e 

inhiben la relajación del músculo liso (ejemplo; EP3).13-18 

Las  PGs   son   importantes generadoras de fiebre, en especial las de la serie E19-

26 y lo hacen aparentemente a través de su receptor EP3.
27 Experimentalmente la 

inyección intrahipotalámica de PGE2, estimula la secreción de ACTH.28 La PGD2 

ha sido propuesta como una de las sustancias endógenas que estimulan el sueño 

a través de su receptor DP,  el cual está presente en leptomeninges y en plexos 

coroides.29,30  La PGE2, PGE1 y PGI2 a través de los receptores EP o IP ejercen un 

efecto mayor que otras PGs en la inducción del dolor en los procesos 

inflamatorios.31-33  Además, hay algunas evidencias que las PGs también juegan 

un papel  fisiológico  en la regulación de la inmunidad y de los procesos 
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alérgicos.34, 35 La mayoría de las PGs estimulan la contracción y relajación del  

músculo liso vascular. La PGI2 es un vasodilatador potente mientras que TXA2 es 

un vasoconstrictor2 potente. La TXA2 ha sido implicada en los mecanismos de 

trombosis y de hemostasis, habiéndose observado alteraciones en el receptor de 

la TXA2 (TP)36, 37en pacientes que cursan con tendencias hemorragíparas. 

El conducto arterioso en mamíferos, incluyendo al hombre, se mantiene 

permeable durante el periodo fetal por efecto de las PGs.38,39  En la fecundación, 

las PGs F y E desempeñan varias funciones importantes. Hoy se acepta que la 

PGE2 actuando sobre el hipotálamo incrementa la secreción de hormona 

luteinizante.40  La PGF2α induce luteólisis (falla el cuerpo lúteo en secretar 

progesterona) durante el ciclo ovárico;41, 42  la acción más conocida de las PGs es 

la de incrementar la contractilidad uterina durante el parto.43 

Las PGs  juegan un papel importante en el metabolismo del tejido óseo44, 45. La 

interleucina-1(IL-1) y TNFα (factor α necrosante tumoral) son estimuladores de la 

formación de PGE2 en células óseas.46, 47 TGFα y TGFβ son reguladores de la 

citodiferenciación y crecimiento celular y pueden estimular la producción de PGs 

en células óseas a través de la sintetasa (PGHs).48  También se ha observado 

incremento de las PGs con la presencia de la paratohormona (PTH).49,50 La fuerza 

mecánica sobre el tejido óseo intacto, incrementa la producción de PGs.51,52 En 

cultivo de células óseas provenientes de ratas oforectomizadas, incrementa la 

producción de PGs por un incremento en la actividad de la PGHS2.
53-55 

Las PGs de la serie E, son de las activadoras más potentes de la resorción ósea.44 

Recientemente se demostró que la PGE1 y la PGE2, estimulan la citodiferenciación 

de células parecidas a los osteoclastos en cultivos de células óseas de roedores 
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de tipo múridos.56  Hay observaciones que sugieren que la PGI2 es producida 

principalmente por los osteocitos mientras que la PGE2 se produce principalmente 

en los osteoblastos.57 

Las PGs estimulan la síntesis del DNA, la replicación celular ósea y la síntesis de 

la colágena en osteoblastos humanos.58-60 La PGE2, en hueso es un potente 

estimulante  de  la  síntesis  del  factor de crecimiento semejante a la insulina 

(IGF-1)61-64 aumentando los niveles de IGF-1 RNAm y actuando selectivamente 

sobre el promotor de la trascripción del EXON-1, el sitio de mayor regulación de 

los osteoblastos.65 

Los receptores de los subtipos de la  prostaglandina E2, el EP2 y el EP4, son los 

que a través de la activación de la adenilciclasa,  parecen ser los receptores que 

tienen efecto sobre la resorción ósea.66,67 El efecto anabólico de las PGs sobre el 

tejido óseo es una propiedad importante ya que se tienen pocos medicamentos 

con estas características. La administración prolongada de la prostaglandina E1 en 

niños con malformaciones cardiacas, produce hiperosteosis cortical.68 En perros, 

la administración de PGE2, estimula la formación ósea.69 La osteopenia que 

ocasiona la ciclosporina “A”, en ratas, se corrige al administrarla combinada con 

PGE2.70 Estudios experimentales in vivo, han demostrado que la administración de 

PGs, estimulan la formación ósea endosteal y periosteal nuevas,71-73 y que 

también aceleran la formación de callo en las fracturas óseas.74 El efecto 

anabólico sobre el tejido óseo de las PGs, depende de su efecto mitogénico y del 

estímulo hacia la citodiferenciación osteoblástica;75 esta propiedad anabólica ósea, 

puede ser aprovechada terapéuticamente al administrar PGs en pacientes con 

enfermedades osteopénicas. 
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2.3. Origen y estructura del calcitriol y de sus análogos.  

La vitamina D existe como ergocalciferol (vitamina D2) producida en plantas,76 o 

colecalciferol (vitamina D3) producida en tejidos animales por acción de radiación 

ultravioleta (290-330 nm) sobre el 7-dehidrocolesterol en la piel humana.77 Ambas 

vitaminas D son biológicamente inactivas (pro-hormonas), que deben hidroxilarse 

en los carbonos-1 y 25 antes de unirse al receptor de la vitamina D (Figura 3). La 

25 hidroxilación de la vitamina D ocurre en el hígado y es catalizada por el 

citocromo mitocondrial P450 (P450c25) dando origen a la 25-hidroxivitamina  

(25[OH]D3) que es el metabolito más abundante de la vitamina D, proveniente de 

la dieta y que se forma por la exposición a la luz solar.78 En túbulos renales 

proximales la 25(OH)D3 sufre una 1α-hidroxilación produciendo la 1,25(OH)2D3, 

que es el metabolito más activo de la vitamina D.79-81 (Figura 3). El calcitriol 

(1,25[OH]2D3) juega un papel central en la homeostasis del Ca y del P, 

promoviendo su absorción a nivel intestinal, para mantener su concentración 

plasmática a niveles suficientes para el crecimiento y mineralización ósea. Estos 

efectos clásicos se llevan a cabo por acción del calcitriol sobre células blanco en 

intestino, hueso, riñones y glándulas paratiroideas. Los receptores del calcitriol 

(VDR) han sido identificados en varios tejidos, como: piel, esqueleto, tracto-

digestivo, sistema nervioso,  sistema inmune, vasos, corazón, pulmones y otros 

órganos.82-87 El calcitriol ejerce su acción sobre blancos celulares a través de vías 

moleculares. Se han identificado dos vías que son mediadoras de la acción de la 

vitamina D: una vía génica ejerciendo una acción con el receptor de la vitamina D 

(VDR)88-92 y otra vía no génica en la que su acción se ejerce sobre un receptor 

localizado en la superficie celular.92-95 
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Los niveles séricos de calcitriol reflejan su síntesis en el riñón, siendo la actividad 

de la 1α-hidroxilasa su marcador limitante. Su actividad está regulada por la PTH, 

calcio, fósforo y por la 1,25(OH)2D3 misma. Hoy, se ha observado actividad de la 

1α-hidroxilasa en otros tejidos como en los keratocitos96 macrófagos97  y en las 

células trofoblásticas de la placenta.98 

Otra importante enzima en el metabolismo de la vitamina D, que puede hidroxilar a 

la 25OHD, es la 24-hidroxilasa (encontrada en varios tejidos).99 Esta enzima 

puede catalizar la 24-hidroxilación de 25OHD a 24, 25(OH)2D3 y también en la 

1,25(OH)2D3 a 1,24,25 (OH)3D3 (Figura 3). Estos dos metabolitos pueden ser 

iniciadores de la inactivación del calcitriol. En 1990, el gene de la 25-hidroxilasa 

fue identificado y purificado en las células hepáticas de rata.100, 101 En  1991 el 

gene que codifica a la 24-hidroxilasa fue también identificado y purificado de las 

mitocondrias de células renales de la rata.102-105 En 1997 cuatro grupos de 

investigadores simultáneamente identificaron el gene que codifica a la 1α-

hidroxilasa,97,104-107
 sin embargo, hasta la fecha no se ha podido purificar la enzima 

(1α-hidroxilasa), a pesar de grandes esfuerzos. 

Posiblemente porque la cantidad de enzima citocrómica P450 mitocondrial es 

escasa.96 Es por esto que en la actualidad se mide la actividad de la 1α-hidroxilasa  

en forma indirecta, en ensayos que la cuantifican relacionándola con la cantidad 

de calcitriol producido.108,109 
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Figura 3: Biosíntesis de la vitamina D3. La vitamina D3 (colecalciferol) en el hígado 

por acción de la enzima P450c25 se hidroxila en el carbono 25 produciéndose la 

25(OH)D3, la cual en el riñón sufre una hidroxilación en el carbono 1 por acción de 

la P450c1α, originando el calcitriol (1,25[OH]2D3). También en riñón, la 25(OH)D3 

puede ser hidroxilada en el carbón 24 por la P450c24 produciéndose la 

24,25(OH)2D3 y la 1,24,25(OH)3D3. 
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En los últimos años al calcitriol y sus análogos se les han encontrado propiedades  

inhibitorias de la proliferación celular (glomerulonefritis)110,111 y en la disminución 

de la diseminación de las metástasis de cáncer,112,113 por lo que el calcitriol podrá 

someterse en un futuro a estudios protocolizados en humanos.  

En cultivo de células tubulares renales de pollos, se ha observado que al agregar 

PGE2, se estimula la actividad de la 1α-hidroxilasa, incrementando la síntesis del 

calcitriol,114,115 esto no ha sido estudiado con PGE1. 

En nuestro laboratorio, hemos observado que la PGE1 aplicada local o 

intravenosamente, aceleraba la mineralización (MLT) en la cicatrización de 

fracturas palatinas en gatos y conejos estudiados con histomorfometría previo 

doble marcaje con tetraciclina,116,117  El presente estudio se originó en este 

hallazgo, ya que el calcitriol es la hormona que fundamentalmente estimula la 

mineralización ósea, lo que nos hizo pensar que probablemente la PGE1 estimula 

su síntesis. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

 

3.1. Planteamiento del problema 

A las prostaglandinas se les considera reguladores del  metabolismo óseo. La 

mayoría de ellas tienen una acción bimodal, lo que ha hecho difícil la 

interpretación de su papel fisiológico; así, a las prostaglandinas de la serie E se les 

reconoce como potentes activadores de la resorción ósea y  favorecedoras del 

incremento de la masa ósea.  

Este aumento de la masa ósea ha sido estudiado experimentalmente utilizando las 

prostaglandinas de la serie E2, aunque  esta propiedad no ha sido explorada 

mediante las otras prostaglandinas, incluyendo a la E1.  

 

3.2. Justificación 

La capacidad de las prostaglandinas de aumentar la masa ósea podría 

representar, previos estudios a nivel experimental y clínico, una posibilidad 

terapéutica en el tratamiento de pacientes que cursan con enfermedades 

osteopénicas. 

Dado que las prostaglandinas de la serie E tienen la propiedad de acelerar la 

mineralización ósea y producir hipercalciuria en algunas condiciones clínicas, es 

menester aclarar los mecanismos por los cuales se llevan a cabo estas acciones 

y, específicamente, esclarecer si las prostaglandinas estimulan la síntesis de 

calcitriol, una de las principales hormonas que participan en la mineralización 

ósea. De esta manera tal vez será posible plantear nuevas alternativas 

terapéuticas en algunas alteraciones del metabolismo óseo. 
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3.3. Hipótesis 

La PGE1 exógena incrementa la síntesis del calcitriol. 

 

3.4. Objetivos 

 

Objetivo general: Investigar el efecto de la PGE1 sobre la producción del 

calcitriol. 

 

Objetivos específicos:  

1. Determinar los niveles séricos de Ca, Mg, P, fosfatasa alcalina total (AKPh) 

y ósea (AKPhO) en conejos tratados con prostaglandina E, (PGE1) y con 

vehículo. 

2. Determinar los niveles séricos de calcitriol, hormona paratiroidea, 

calcitonina y calcidiol (25(OH)D3) por el método de RIA en conejos tratados 

con PGE1 y con vehículo. 

3. Determinar los niveles de calcitriol formado in vitro en preparaciones de 

túbulos proximales renales de conejo (TRP) conteniendo calcidiol y en 

presencia  o no de PGE1. 

4. Determinar los niveles de calcitriol formado in vitro en preparaciones de 

TRP de conejos, conteniendo calcidiol, PGE1 y en presencia o no del 

antagonista de prostaglandinas conocido como AH6809. 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS 

La PGE1, el 6-isopropoxi-9-oxoxanthene-2-carboxili-ácido (AH6809), la 

colagenasa, el Percoll, la albúmina sérica de bovino y la glutamina fueron 

obtenidas de Sigma Chemical Co. (St. Louis MO, USA). Las hormonas 

calciotropas (hormona paratiroidea molécula íntegra, calcitonina, 25-

hidroxicolecalciferol (25[OH]D3) y calcitriol (1,25[OH]2D3)  se determinaron  por 

técnicas de radioinmunoanálisis (RIA) utilizando el I125 como marcador. Los 

paquetes se obtuvieron en DiaSorin, Inc (Stillwater MN, USA). Los paquetes para 

el estudio de fosfatasa alcalina total y fosfatasa alcalina ósea se obtuvieron de  

Spinreact,  S.  A.  (Sant  Esteve  de  Bas  [Gi],  España). El resto de reactivos se 

obtuvieron a través de distribuidores locales (alcoholes, azul tripano y estuches 

para determinar proteínas, fueron marca Randox). 

Se utilizaron conejos Nueva Zelanda, machos, de 3 meses de edad y 3 kg de peso 

aproximadamente, criados en el bioterio del Hospital Infantil de México Federico 

Gómez, con los que se siguieron los estándares aceptados para el cuidado de 

animales que se utilizan en laboratorio,  siguiendo estrictamente los principios 

éticos para investigación con animales  propuestos por el Comité Canadiense, el 

Comité de Ética del hospital y la Norma Oficial Mexicana en manejo de animales 

de laboratorio.118,119 

 

Estudio experimental prospectivo en dos etapas: 

En la primera etapa: Se determinaron los niveles de calcitriol in vivo, previa 

estimulación con PGE1 exógena por vía intravenosa (50 µg/día), administrada por 
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20 días a conejos normales. Los niveles de calcitriol sérico se midieron  por el 

método de radioinmunoanálisis.  

 

En la segunda etapa: Se determinó la actividad de la PGE1 in vitro con base en la 

producción de calcitriol en cultivo de células de túbulos renales proximales (TRP) 

de conejo, obtenidos por la técnica de gradiente de Percoll. En esta etapa se 

realizaron estudios  dosis-respuesta para conocer la cantidad óptima de 25(OH)D3 

para ser utilizada como sustrato de la reacción y de la cantidad  PGE1 óptima para 

agregar  como estimulante  de la síntesis del calcitriol. 

 

4.1. Experimento in vivo  

En este experimento se valoró el papel de la PGE1, como activador de la síntesis 

del calcitriol. 

Se utilizaron 20 conejos machos con las características descritas, colocándose en 

jaulas para su adaptación y alimentándose, durante 2 semanas, con una dieta 

balanceada de calcio (Ca: 1.2%); fósforo (P: 0.8%) y vitamina D3 (vit-D3: 1 UI/g), y 

con agua desionizada ad libitum. Después de 15 días de adaptación y durante el 

estudio, los animales fueron examinados por un veterinario especialista en 

pequeñas especies, quien confirmó en todos un estado saludable y normal. Los 

animales fueron divididos al azar en dos grupos de 10 animales cada uno. Un 

grupo se identificó como control (grupo “A”), a los que se les administró por vía 

intravenosa (I.V.), utilizando la vena marginal de la oreja 1.0 mL diario de solución 

salina con 10 µL de etanol (vehículo). El grupo experimental (grupo “B”) recibió 

una dosis  de 50 µg/mL/día de PGE1 disuelta en 1.0 mL de vehículo (solución 
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salina-etanol) I.V. en la vena marginal de la oreja.  Los grupos se trataron de esta 

manera durante 20 días.  La dosis empleada de PGE1 en el presente estudio se 

utilizó con base en un estudio cinético previamente informado,120 en donde dosis 

de 5 ng/mL de PGE1 administradas por vía intravenosa, se inactivaban en el 95% 

a su paso por los pulmones, mientras que  dosis de 5 µg/mL de PGE1 solamente 

se inactivaban el 8%.   

En el día 20 se tomaron muestras de sangre directamente de la aorta, y  se obtuvo 

el suero por centrifugación, utilizando una centrífuga refrigerada a 4°C, para 

después medir los niveles de hormona paratiroidea (PTH), calcitonina, 25(OH)D3 y 

1,25(OH)2D3 por el método de RIA.121-123 

También se midieron niveles totales de Ca y de Mg por el método de 

espectrofotometría de absorción atómica124, 125 y sus fracciones iónicas (Ca++ y 

Mg++) por el método de ion selectivo con electrodo.126  El fósforo fue determinado 

cuantitativamente usando fosfomolibdato y espectrofotometría del complejo,126,127 

fosfatasa alcalina total (AKPh) y su fracción termolábil ósea (AKPhO) por 

determinación espectrofotométrica de Gutman y su isoenzima ósea con el método 

de desnaturalización por calentamiento.128, 129                                   

 

4.2. Experimento in vitro  

Se utilizaron cinco conejos machos con las mismas características, que se 

mantuvieron en condiciones iguales al experimento in vivo. Los conejos se 

sacrificaron bajo anestesia con pentobarbital sódico intraperitoneal (30 mg/kg de 

peso), extirpándoles los dos riñones (total de 10), de los que se obtuvieron túbulos 
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renales proximales (TRP)  por el método de gradiente de Percoll de Vinay y col. 

1981 y de Favus 1986.130,131 

 

Técnica de radioinmunoanálisis (RIA) para investigación de los niveles de 

calcitriol (1,25[OH]2D3) 

 

El análisis de 1,25(OH)2D3 de DiaSorin se hace en tres pasos: Extracción, 

purificación y determinación del calcitriol por radioinmunoanálisis (RIA). 

 

Para medir niveles de calcitriol, tanto en suero como en cultivos de células de 

túbulos renales proximales en conejos,122, 123 se utilizó el kit comercial con número 

de catalogo: 65100E, obtenido de la casa DiaSorin (Stillwater Minnesota USA). 

 

 El kit está compuesto por: Solución tampón (NSB) de fosfato de potasio-

gelatina que contiene como conservador isotiazidina al 0.2% (Proclin 300). 

Tampón de fosfato conteniendo proteínas de suero de bovino y Proclin 300 al 

0.2% (estándar 0). Cinco estándares liofilizados (estándares A-E) que contienen 5, 

15, 30, 75 y  200 pg/mL de calcitriol en suero humano y Proclin 300 al 0.2%. Suero 

anti-1,25 dihidroxicolecalciferol obtenido en conejos, en tampón de fosfato 

gelatinoso, conteniendo Proclin 300 al 0.2%. 1,25(OH)2D3 (antígeno) marcado con 

I125 diluido en solución tampón de fosfatos, conteniendo etilenglicol. Tampón de 

fosfato potásico (solución de pre-tratamiento). Controles de 1,25(OH)2D3 

compuestos por 2 sueros humanos y Proclin 300 al 0.2% (uno con una 

concentración elevada de calcitriol y el otro con una concentración normal del 
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mismo). Como precipitante del complejo (antígeno-anticuerpo)  se utilizó un 

segundo antisuero de cabra anticonejo (GAR), con polietilenglicol y tampón de 

borato con BSA y azida de sodio 0.1%  reconstituido con 35 mL de agua destilada 

o desionizada, mezclándose hasta que la suspensión se observó homogénea, 

durante un mínimo de 30 minutos. Etanol al 95%. Disolventes orgánicos (se 

prepararon antes de utilizarse: a) 350 mL metanol con 150 mL de agua. b) 450 mL 

de hexano con 50 mL de cloruro de metileno. c) 495 mL de hexano con 5 mL de 

alcohol isopropilico.  d) 460 mL de hexano con 40 mL de alcohol isopropilico (se 

prepararon antes de utilizarse). Secado de eluidos: secador tipo Manifold con 

baño maría a 37°C (±2°C). Muestras utilizadas: 1.5 mL de suero y/o 1.5 mL de 

suspensión de túbulos renales proximales para determinar los niveles de calcitriol 

(se utilizan 500 µL x 2 por muestra). 

 

Procedimiento  

Extracción preliminar de los metabolitos de la vitamina D: La preparación de 

los disolventes y la reconstrucción de los estándares se llevó a cabo a temperatura 

ambiente,  preparándose antes de ser utilizados. Se etiquetaron tubos de  12 x 75 

mm (de borocilicato) para los estándares, controles y muestras. Se dosificaron 500 

µL de cada estándar, control y muestras a los tubos previamente etiquetados. Se 

le añadió a cada uno  500 µL de acetonitrilo y se mezclaron en el vortex al menos 

3 veces, durante 10 minutos. Se centrifugaron los tubos a 760 x g* durante 10 

minutos a 25°C.  Se decantó el sobrenadante a otros tubos de 12 x 75 mm 

previamente etiquetados. Se añadió a cada uno 500µL de solución de 
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pretratamiento y se mezcló en el vortex. En este momento las muestras estuvieron 

listas para ser aplicadas en los cartuchos de C18OH. 

 

Purificación de los metabolitos de la vitamina D: Previamente se etiquetaron 

tubos de 12 x 75 mm para cada uno de los estándares, controles, muestras y se 

colocaron vacíos en el interior del aparato de vacío VacElut (extractor de vacío 

PS24 de Varian Harbo City CA.). La tapa se colocó en la posición de desecho 

“waste”. Se colocaron las columnas de C18OH en la parte superior de la tapa 

identificándose para cada uno de los estándares, controles y muestras. Se añadió 

1 mL de metanol a cada columna y se activó el vacío, (este paso fue para eliminar 

sustancias que pudieran interferir en el proceso de purificación de los metabolitos 

de  la vitamina D), una vez que pasó el metanol por las columnas se desactivó el 

vacío (el vacío debe de estar a < 254 mm de Hg). Se agregaron los estándares, 

controles y muestras experimentales a las columnas correspondientes y se activo 

el vacío, una vez que pasaron las muestras se desactivó el vacío. Se añadieron 5 

mL de metanol-agua (70:30) a cada columna y se activo el vacío, una vez pasado 

el metanol-agua se desactivo el vacío (este paso fue para eliminar pigmentos, 

sales y lípidos que podrían interferir en la purificación de los metabolitos de la 

vitamina D). Se añadieron a cada columna 5 mL de hexano-cloruro de metileno y 

se activó el vacío, una vez pasados se desactivó el vacío (este paso fue para 

eliminar los metabolitos de la 25(OH)D). Se añadieron 5 mL de hexano-

isopropanol 99:1, se activó el vacío y una vez pasada la mezcla se desactivó el 

vacío (este paso fue para eliminar los remanentes de los metabolitos de 25(OH)D, 

24,25(OH)2D2 y 25,26(OH)2D). En este paso se giró la tapa del  VacElut a la 
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posición de “colección”. Se añadieron 3 mL de hexano-isopropanol, 92:8, se activó 

el vacío y una vez pasada la mezcla se desactivó el vacío (en este paso se 

recolecta en los tubos internos el extracto de 1,25(OH)2D purificado). Se extrajeron 

los tubos del VacElut con los eluidos y se secaron en un secador tipo Manifold con 

baño maría a 37°C ± 2°C hasta su deshidratación completa. 

 

Procedimiento del análisis de RIA (medición del calcitriol): Posteriormente se 

reconstituyeron cada uno de los estándares, controles y muestras deshidratadas 

con 50 µL de etanol al 95% agitando a velocidad baja  o media en el vortex. Se 

añadió 125 µL de trazador a los tubos que contenían etanol al 95%, se agitaron a 

velocidad baja en el vortex. Se etiquetaron aparte 2 tubos para cuentas totales 

(CT) y 2 para unión no específica (NSB) a éstos se les añadieron 50 µL de etanol 

al 95% y 125 µL de trazador. En nuevos tubos de 12 x 75 mm etiquetados por 

duplicado, se les añadió 75 µL de cada estándar, controles, muestras, TC y NSB 

(se separaron las cuentas totales por no necesitar más procedimiento). A los tubos 

NSB se les agregaron 300 µL de tampón NSB. Se añadió 300 µL de anticuerpo 

primario en todos los tubos excepto a los tubos CT y NSB. Se mezclaron  bien y 

se  incubaron 2 h (± 15 minutos) a 20 – 25°C. Después de la incubación se les 

añadió 500 µL del complejo de precipitación GAR a todos los tubos (excepto al 

CT) y se incubaron 20 minutos (± 5 minutos) a 20 – 25°C. Se centrifugaron todos 

los tubos x 20 minutos a 20 – 25°C a 1800xg* a excepción de los tubos CT. Se 

decantaron los sobrenadantes (excepto los CT) y se colocaron los tubos invertidos 

en un papel absorbente 2-3 minutos, hasta la eliminación del líquido, aquí el 

exceso de líquido remanente se limpió con papel filtro, sin tocar el precipitado.    
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Se midió la radiactividad en todos los tubos, durante 1 minuto en un contador 

gama. 

 

Interpretación de resultados: Revisado el conteo de CPM obtenidas de los 

estándares, controles, muestras NSB y CT se realizaron los cálculos con la 

siguiente formula: 

% B/Bo=  CPM  prom ST (A-E) (y/o muestra) -CPM prom (NSB)  x 100 

      CPM prom (ST0) – CPM prom de (NSB) 

ST (A-E) = estándares A; B, C, D y E; CPM= cuentas por minuto. NSB = unión no 

específica. ST0 = estándar cero. En donde B es igual a las cuentas/minuto 

promedio del estándar (A-E) y/o la muestra desconocida menos las CPM de NSB 

(unión no específica) y Bo es igual a las CPM promedio del ST0 menos las CPM 

del NSB. 

 

Reactivos utilizados para la técnica del gradiente de percoll: Solución tampón 

Krebs Henseley (KH) pH = 7.4, solución de percoll pH =7.4, con densidad de 300 

mOsm/kg, solución de colagenasa >125 U/mg peso seco, solución de albúmina 

sérica bovina  al  5% y solución de azul de Tripano. 

Se preparó la solución de Krebs Henseley agregando solución amortiguadora de 

Krebs Henseley (cloruro de sodio 2M, cloruro de potasio 100 mM, bicarbonato de 

sodio 1M, acetato de sodio 1M, fosfato dibásico de K, 40 mM, cloruro de calcio 

100 mM, 250 mg de glucosa, 125 mg de albúmina sérica bovina y 89 mg de 

alanina) en un volumen de 250 mL. 
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Solución de colagenasa: 25 mL Krebs Henseley, 0.5 mL solución de albúmina y 

15 mg de colagenasa. Solución de Percoll: 60 mL Krebs Henseley doble 

concentración, 60 mL Percoll y gasificar durante 30 minutos con carbógeno. 

Solución de albúmina: 1 g de albúmina sérica bovina se disuelve en 20 mL de 

Krebs Henseley. 

 

Técnica para aislamiento de túbulos renales proximales: A los conejos bajo 

anestesia (pentobarbital sódico) se les extrajeron los riñones y se colocaron en la 

solución de KH fría (4ºC) gasificada y se dejaron en ella por  30 minutos. Después 

de los 30 minutos, a los riñones se les retiró la cápsula y se dividieron 

sagitalmente a la mitad y se eliminó la médula, quedando sólo la corteza la cual se 

fragmentó finamente y se lavaron 3 veces con KH. La preparación se centrifugó 

por 30 segundos a 900 rpm, y se decantó el sobrenadante. Se repitió el lavado 

hasta que la preparación quedó libre de sangre. Una vez lavado, el sedimento se 

incubó en un matraz Erlen Meyer en presencia de 25 mL solución KH, 0.5 mL de 

solución de albúmina, 0.028 g de colagenasa tipo IV y se colocó en baño maría a  

37°C con agitación a 40 rpm,  gasificado con carbógeno por espacio de 30 a 45 

minutos (dependiendo de la actividad de la colagenasa). 

Después  de la incubación, la actividad de la enzima  colagenasa se detuvo 

añadiendo 30 mL de solución KH frío, agitando suavemente el matraz 3 veces, 

durante 1 minuto para dispersar los fragmentos de tejido. Posteriormente la 

solución se filtró a través de un colador de té (filtro de té) para remover las fibras 

de colágena, el filtrado se colocó en tubos de 50 mL y se centrifugó 30 segundos a 

900 rpm haciéndoles 3 lavados con solución KH frío. Después del último lavado el 
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precipitado se resuspendió en KH con albúmina al 5% en un volumen 6 veces 

mayor, y se enfrió con hielo (4°C),  durante 5 minutos.  La solución se centrifugó a 

1000 rpm y se decantó el sobrenadante. El precipitado se resuspendió en una 

solución de KH y de Percoll frío en proporción de 1:1 (300 mOsmol/kg pH: 7.4)  y 

se centrifugó a 15,000 rpm, durante 40 minutos a 4°C.  Al término de la 

centrifugación, el tejido renal se separó en 4 bandas. En la banda F4 (inferior), en 

donde se localizaron los túbulos proximales, los cuales se recuperaron con una 

pipeta automática de 1 mL y se colocaron en  tubos de 50 mL. Los túbulos 

proximales se lavaron 3 veces con 30 mL de solución de KH frío, se centrifugaron 

1 minuto a 900 rpm, se decantó el sobrenadante y resuspendió el precipitado en 

80 mL de KH.  

Se estudió la viabilidad de los túbulos proximales tomando alícuotas de la 

suspensión, tiñéndolas con azul tripano y observándolas al microscopio. Los 

túbulos que no se tiñeron son viables; los teñidos están autolisados 

(aproximadamente <del 20%). En esta etapa, también se tomó una muestra para 

determinar las proteínas totales, por el método de Lowry.132 La suspensión de los 

TRP se conservó en hielo hasta el momento en que se determinó la síntesis del 

calcitriol por RIA e indirectamente se estimó  la actividad de la 1α-hidroxilasa.  

 

Determinación de la concentración necesaria de 25(OH)D3 para obtener la 

producción óptima de calcitriol en TRP: Con la finalidad de conocer la 

producción óptima de 1,25(OH)2D3 (calcitriol), formada a partir de la 25(OH)D3 en 

los TRP se realizó el siguiente procedimiento: Preincubación de la suspensión de 

los TRP en 7 alícuotas x 3, conteniendo cada una 1.5 mL de suspensión, 5 mmol/L 
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de glutamina y 20 mg de albúmina sérica bovina fracción V, en baño maría a 37°C, 

agitando a 40 oscilaciones por minuto y gasificados con carbógeno durante 20 

minutos. A los 20 minutos de preincubación se agregaron diferentes  

concentraciones de 25(OH)D3 (1-10 µM), diluida en 0.04 mL de etanol al 95%,  por 

triplicado. Después de 5 minutos, la reacción se detuvo agregando 1.0 mL de 

acetonitrilo. Después se midió la cantidad de 1,25(OH)2D3 producida, por el 

método de RIA en cada uno de los tubos, expresando el resultado como 

1,25(OH)2D3 producido en pg/mg de proteína/5 minutos. 

 

Determinación de la concentración de la PGE1 óptima para estimular la 

síntesis de calcitriol en los TRP: Para determinar la cantidad óptima de PGE1 

necesaria para estimular la síntesis de calcitriol se utilizó como sustrato la 

(25[OH]D3) y se desarrolló el siguiente procedimiento:  Preincubación en 5 

alícuotas x 3, se colocó 1.5 mL de la suspensión de los TRP, 5 mmol/L de 

glutamina y 20 mg de albúmina sérica de bovino fracción V, en baño maría, 

agitado a 40 oscilaciones por minuto y a 37°C, gasificado con carbógeno durante 

20 minutos. A los 20 minutos de preincubación se agregó 25(OH)D3 (8µM)  y la  

PGE1 a concentraciones progresivas, 2.82 x 10-10 ─ 2.82 x 10-4 M. Después de 5 

minutos, se detuvo la reacción agregando 1 mL de acetonitrilo. Posteriormente se 

midió en cada alícuota la actividad de la PGE1 cuantificando la cantidad de 

calcitriol producida en presencia de esta prostaglandina en diferentes 

concentraciones. La cantidad de calcitriol producida se midió por RIA, (en cultivo 

de células renales de túbulos proximales en presencia de PGE1, ésta 

aparentemente activa la 1α-hidroxilasa que estimula la síntesis del calcitriol, el que 
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se mide por RIA, en donde se utilizó calcitriol marcado con I125. Los resultados se 

expresaron en pg de calcitriol/mg de proteína/5 minutos. 

 

Efecto del AH6809 sobre la síntesis de calcitriol en presencia de PGE1: Para 

determinar el efecto del AH6809 sobre la síntesis de calcitriol en presencia de 

PGE1 se realizó el siguiente procedimiento:133 Se colocaron 1.5 mL de la 

suspensión de TRP en 4 alícuotas x 3, 5 mmol/L de glutamina y 20 mg de 

albúmina sérica bovina fracción V, llevándolos a baño maría, agitado a 40 

oscilaciones por minuto, a 37°C y gasificados con carbógeno por 20 minutos. A los 

20 minutos de preincubación se agregó a todos las  alícuotas 25(OH)D3 como 

sustrato (8 µM). También  se agregó PGE1 (2.82 x 10-6) a las alícuotas II, III y IV. 

Finalmente se agregó una concentración de 10-4 M de AH6809134 diluido con 

dimetilsulfóxido (DMSO) a las alícuotas III y IV. La reacción se detuvo a los 5 

minutos adicionando 1 mL de acetonitrilo a las alícuotas I, II y III y a los 30 minutos 

a la alícuota IV. Se midió la cantidad de calcitriol formada en cada tubo que 

contiene TRP por el método de RIA y el resultado se expresa en pg de 

calcitriol/mg de proteína/5 minutos en las tres primeras alícuotas y en la cuarta a 

los 30 minutos.  

 

4.3. Análisis estadístico 

Se utilizó la prueba t de student para comparar las medias de los datos obtenidos. 

Los resultados fueron considerados estadísticamente significativos con un valor de 

p<0.05. Para el experimento in vitro  se realizó un análisis de varianza de un factor 
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con ajuste de Games-Howell para comparaciones múltiples.135 Todos los 

procedimientos se llevaron a cabo con el programa estadístico SPSS versión 12.0.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Experimento in vivo  

Los resultados de los niveles séricos de calcio, magnesio y fósforo del grupo 

control vs grupo experimental, se muestran en el Tabla 1. En éstos se puede 

observar un incremento significativo de los niveles de calcio (p<0.01) y del 

magnesio séricos (p<0.05) en los animales que recibieron PGE1. También se 

observa un ligero aumento del fósforo pero éste no es significativo. En la misma 

Tabla 1 también se pueden observar los resultados de los niveles de calcio y 

magnesio iónicos. En estos datos se puede notar que los niveles de Ca2+ se 

mantuvieron similares en ambos grupos, pero el Mg2+ disminuyó de forma 

significativa (p<0.05) en los animales que recibieron PGE1. Los niveles de la 

fosfatasa alcalina total (AKPH) y su isoenzima ósea (AKPH ósea) no presentan 

diferencias significativas entre grupo control y el experimental.  

Los resultados de los niveles séricos de las hormonas calciotropas, tanto del grupo 

control como del grupo experimental, se muestran en la Tabla 2. En ella se puede 

observar que la 25(OH)D3, la hormona paratiroidea (PTHi) y la calcitonina  

mantuvieron sus valores en forma similar en los dos grupos. Los niveles de 

1,25(OH)2D3 (calcitriol) obtenidos en ambos grupos, muestran un incremento 

significativo (p<0.001) del calcitriol en el grupo de animales que recibió PGE1. 

(Tabla 2). 
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5.2. Experimento in vitro  

El resultado de la viabilidad celular de TRP realizado con azul tripano, reveló que 

más del 80% de las células renales tubulares eran viables. La cantidad de 

proteínas en la resuspensión del precipitado de TRP fue de 7.9 mg/mL. 

Los resultados de la producción de 1,25(OH)2D3 por células tubulares proximales 

de riñón incubadas en presencia de diferentes concentraciones de 25(OH)D3 se 

muestran en la Figura 4. La gráfica presenta una tendencia sigmoidea lo que 

sugiere la presencia de una enzima (1α-OHasa) alostérica.136 También puede 

observarse que al aumentar las concentraciones de 25(OH)D3, la producción de 

calcitriol se incrementa significativamente. La concentración de 8 µM de 25(OH)D3 

es suficiente para triplicar la producción de calcitriol, por lo que se consideró como 

la concentración óptima para utilizarse en los siguientes experimentos in vitro. 

Los resultados de la producción de 1,25(OH)2D3 por células tubulares proximales 

de riñón incubadas en presencia de 8 µM de 25(OH)D3  y diferentes 

concentraciones de PGE1, se muestran en la Figura 5 en donde la concentración 

de  2.82 x 10-6 M de PGE1 triplica la producción de calcitriol, por lo que ésta se 

utilizó en el siguiente experimento in vitro. 

El efecto del AH6809 (antagonista del receptor de prostaglandinas) sobre la 

producción de calcitriol estimulada por la PGE1, se muestra en la Figura 6. 
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Tabla 1.-  Niveles séricos de marcadores del remodelamiento óseo de conejos. 

Los resultados se expresan como el valor promedio en las unidades 

que se indican ± D.E. (n=2). 

 
 
 

PARAMETROS 
 

CONTROL  
(vehículo) 

 

 
EXPERIMENTAL 

(PGE1 intravenosa 50µg/día) 

 
Ca (mg/dL) 

 

 
10.5 ± 0.72 

 
12.1 ±0.72** 

 
Ca2+ (nmol/dL) 

 
1.5 ± 0.14 

 

 
1.5 ± 0.07 

 
Mg (mg/dL) 

 
2.2 ± 0.27 

 
2.9 ± 0.23* 

 
 

Mg2+ (nmol/dL) 
 

0.65 ± 0.04 
 

0.59 ± 0.04* 
 

 
P (mg/dL) 

 
5.2 ± 0.65 

 
5.3 ± 0.14 

 
 

AKPH(UI/L) 
 

72.4 ± 24.4 
 

61.4 ± 16.2 
 

 
AKPH ósea (%) 

 
53.1 ± 10.5 

 
50.0 ± 16.2 

 
 

*p< 0.05 

          **p<0.01 
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TABLA 2.-  Niveles séricos de hormonas calciotropas de conejos. Los resultados  

se expresan como el valor promedio en las unidades que se indican 

± D.E. (n=2) . 

 
 

PARAMETROS 

 
 
 
 

CONTROL 
(vehículo) 

 
EXPERIMENTAL 

(PGE1 intravenoso) 
50µg/día 

 
 

25(OH)D3 (ng/mL) 
 

             
47.1 pg ± 18.1 

               
  38.8 ± 26.8 

 
PTHi (pg/mL) 

 

            
27.0 ± 17.5 

            
26.7 ± 9.9 

 
Calcitonina (pg/mL) 

 

             
31.3 ± 12.2 

             
24.5 ± 14.5 

 
1,25(OH)2D3 (pg/mL) 

              
54.5 ± 14.0 

               
    80.0 ± 14.0* 

 

*p<0.001 

 

 

La producción de calcitriol determinada por RIA en cada uno de los viales, arrojó 

los siguientes resultados: en los viales III, una producción media de calcitriol de 

112.5 ± 2.2 pg/mg de proteína/5 minutos y en los viales IV una producción media 

de calcitriol de 77.5 ± 2.6 pg/mg de proteína/ 30 minutos. Al comparar la 

producción de calcitriol en los viales II (132.8 ± 14.7 pg/mg de proteína/5 minutos) 

con la observada en los viales III, se nota una moderada disminución de calcitriol 

que no fue significativa (112.5 ± 2.2 pg/mg de proteína/5 minutos), pero al 
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comparar la producción del calcitriol en los viales II con su producción, en los 

viales IV, se observa una disminución significativa (p<0.05) a 77.5 ± 2.6 pg/mg de 

proteína/30 minutos, regresando aproximadamente a sus niveles basales. (Figura 

6). 
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Figura 4: Estudio in vitro, en el que se utilizó como sustrato la 25(OH)D3 a 

diferentes concentraciones  (0-10 µM), para determinar la producción óptima de 

calcitriol, expresado en pg de 1,25(OH)2D3/mg de proteína/5 minutos. Los 

resultados corresponden al valor promedio ± DE (n=3).  

 

Concentraciones de 25(OH)D3 (µM) 
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Figura 5: Estudio  in vitro en el que se utilizaron 8 µM de 25(OH)D3 como sustrato 

y PGE1 a diferentes concentraciones, con el objeto de estimular la producción de 

calcitriol, se observa que la concentración de 2.82 x 10-6 M de PGE1, incrementa 

aproximadamente tres veces la producción del calcitriol. Los resultados se 

expresan como el valor promedio ± D.E. (n=3). 
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Figura 6: Efecto de la  PGE1 y del AH6809 sobre la producción de calcitriol en 

células de túbulos renales proximales. Los resultados se expresan como la 

producción de calcitriol en pg/mg de proteína/5 ó 30 minutos (grupo IV) ± DE  (N=3 

por grupo) “A”= diferencia significativa (p<0.04) entre vial control con vial II. “B”= 

diferencia significativa (p<0.05) entre grupo II con grupo IV. “N.S.” = no 

significativa.  
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6. DISCUSIÓN 

El presente estudio demuestra claramente que la PGE1 incrementa la síntesis del 

calcitriol, tanto in vivo como in vitro. Se sabe que los niveles séricos de calcitriol se 

incrementan en condiciones asociadas a hipocalcemia, hipofosfatemia, 

hiperparatiroidismo, intoxicación con vitamina D y en terapia con furosemida. Una 

posible explicación del efecto in vivo de la PGE1 sobre el incremento en la síntesis 

del calcitriol podría deberse a  que la PGE1 ocasionara hiperfosfaturia, lo cual 

incrementaría la síntesis del calcitriol. Sin embargo, en este estudio los niveles 

séricos de fósforo fueron  similares en ambos grupos de animales, lo que descarta 

este posible mecanismo de acción. 

La actividad de la 1α-OHasa se manifiesta principalmente en el riñón, pero 

recientemente se ha demostrado en macrófagos,97,137 en los keratocitos 97,138 y en 

trofoblasto.98,139 

El incremento de la síntesis del calcitriol obtenido con PGE1 exógena, es similar al 

observado con PGE2 en cultivo de células tubulares renales de pollo. 

Aparentemente esta prostaglandina estimula la actividad de la 1α-OHasa, lo que 

ocasiona un incremento significativo de los niveles de calcitriol.114,115 Es posible 

que el incremento en la biosíntesis del calcitriol observado en animales del grupo 

experimental los cuales tuvieron niveles normales de 25(OH)D3, se debió a 

estimulación de la PGE1 sobre  la 1α-OHasa, en forma similar a como ha sido 

observado con  la PGE2.
114,156 

En el estudio in vivo, el incremento del calcitriol en los animales del grupo 

experimental se acompañó de una hiperabsorción de calcio, magnesio y fósforo 

totales a nivel intestinal, lo cual se refleja en el incremento de estos tres elementos 
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observado a nivel sérico. También se observó, una disminución significativa en los 

niveles séricos de magnesio iónico en el grupo experimental. Esta disminución 

podría explicarse como una hipoabsorción del magnesio iónico secundaria a la 

presencia de hipercalcemia.140   

El receptor celular de la  PGE1 no ha sido identificado, por lo que hasta el 

momento no ha sido posible contar con un antagonista específico. El AH6809  (6-

isopropoxi-9-oxoxantano-2-carboxili-ácido) es un antagonista de algunos 

receptores de otras  PGs,133 por lo cual se utilizó como un probable  antagonista 

del receptor de la  PGE1. Los resultados obtenidos  sugieren que el AH6809 actuó 

como un antagonista del receptor de PGE1, ya que a los 30 minutos la PGE1 

disminuyó su estimulación sobre la 1α-OHasa observándose que la producción del 

calcitriol fue similar a la basal. Es probable que el retardo en el efecto antagónico 

se haya debido al tiempo tomado (30 minutos), para ocasionar una 

asociación/disociación del AH6809, con el receptor.134  La PGE1 al unirse a su 

receptor, probablemente estimuló su acoplamiento con una proteína Gs, cuya 

subunidad α activó a la adenilato ciclasa, que convirtió el ATP en 

adenosinmonofosfato cíclico (AMPc). El AMPc  probablemente activó una 

proteincinasa A, la cual catalizó la fosforilación de la 1α-OHasa, incrementando así 

la síntesis de la 1,25(OH)2D3, como lo hace la PGE2.
114,115  Los resultados 

sugieren que el AH6809 bloqueó la unión de la PGE1 al receptor, disminuyendo la 

estimulación de algunas de las enzimas o proteínas citoplasmáticas a sus niveles 

normales, ya que la actividad  de 1α-OHasa, produjo niveles de calcitriol similares 

a los basales.  
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En pacientes que cursan con síndromes de hipercalciuria, se han encontrado 

concentraciones altas de PGE2, acompañadas de niveles altos de calcitriol. En 

ellos se ha sugerido  que la hipercalciuria es secundaria  a una estimulación en la 

síntesis del calcitriol por la PGE2,  lo que ocasiona una hiperabsorción de calcio. 

Esta hipótesis se confirma, ya que cuando estos pacientes se tratan con 

inhibidores de la síntesis de PGE2  (aspirina, indometacina, etc.) la hipercalciuria 

desaparece.141,142 En 1997 Welch y col,142 observaron que algunos niños con 

Síndrome de Bartter, (hipocalemia, alcalosis, hiperreninemia, hiperaldosteronismo 

y normotensión) cursaban con hipercalciuria debido a una excreción de 

prostaglandinas urinarias elevada. Más adelante aparecieron reportes en los que 

la hipercalciuria en niños con Síndrome de Bartter se reducía al administrar 

inhibidores de las PGs del tipo de la indometacina, sin  explicación clara para su 

causa.144 En 1975 Seyberth y col145 informaron de seis pacientes con tumores 

sólidos del tipo carcinoma que cursaron con hipercalcemia y elevada excreción de 

metabolitos de la PGE en la orina, que desaparecieron con tratamiento de 

inhibidores de las PGs (aspirina, indometacina). En  1984 Houser y col146 

reportaron el caso de un niño con una patología parecida al síndrome de Bartter 

con hipercalciuria y elevada excreción urinaria de PGE2, que se corrigió con 

terapia inhibidora de las PGs. En 1985 Seyberth y col144 mencionan que la 

hipopotasemia con hipercalciuria e hiperprostaglandinuria en niños prematuros, 

era una entidad diferente al síndrome de Bartter, ya que la suspensión de la 

actividad de la PGE2 con indometacina, mejora significativamente a los niños 

afectados.  
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En 1989 Restrepo y col141 en seis niños con Síndrome de Bartter, observaron 

hipercalciuria e incremento en la excreción urinaria de PGE2, nefrocalcinosis sin 

datos de raquitismo ni de hiperparatiroidismo. Todos cursaron con altos niveles 

séricos de calcitriol y todos respondieron a la terapia con inhibidores de la síntesis 

de PGs. Los estudios metabólicos del calcio en estos niños sugirieron que la 

hipercalciuria era por exceso de absorción intestinal de calcio. Estos autores 

concluyeron que la asociación de hipercalcemia e hipercalciuria al síndrome de 

Bartter era debida a anormalidades de la vitamina D. A fines de 1997 por primera 

vez, Thomas Welch142 reportó en un niño pre-púber, el síndrome caracterizado por 

exceso de prostaglandina E con hipercalciuria, considerándolo como una variante 

del síndrome de Bartter. Los niveles plasmáticos de hormona paratiroidea, fueron 

normales pero los niveles séricos del calcitriol siempre fueron elevados, así como 

la excreción urinaria de PGE2. Una electrosonografia renal reveló nefrocalcinosis, 

el estudio radiográfico óseo no reveló raquitismo, pero sí osteopenia. Se 

estableció el diagnóstico de Síndrome por exceso de prostaglandina E en un 

paciente con Síndrome de Bartter manifestado desde la edad perinatal. Se inició 

terapia a base de indometacina y cloruro de potasio durante 10 años, 

permaneciendo sus niveles de calcitriol, calcemia y calciuria dentro de valores 

normales. Estas alteraciones reaparecían cuando la indometacina se 

descontinuaba.142 En estudios in vitro se ha observado que la PGE2 estimula la 

actividad de 1α-OHasa, incrementando la producción del calcitriol, de tal manera 

que la PGE1  podría estar alterando el metabolismo del calcio a través de este 

mecanismo114,115,144-146 casi simultáneamente al reporte de Welch, un grupo de 

investigadores, encontraron en 20 niños con hipercalciuria idiopática, un 
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incremento de la PGE2 en orina, con un incremento simultáneo del calcitriol sérico 

y con una paratohormona normal. Ellos sugirieron que la PGE2 juega un papel 

importante en la patogénesis de la hipercalciuria  ya que incrementaba la síntesis 

del calcitriol.143 

Los estudios experimentales y en humanos mencionados, son muy sugestivos de 

que las PGs incrementan la síntesis del calcitriol, ocasionando hipercalcemias e 

hipercalciurias. Habiéndose observado que la PGE1 estimula la síntesis del 

calcitriol en forma similar a la PGE2, se desarrolló un modelo experimental en 

conejos en los que al inyectar intravenosamente PGE1, se produce un aumento 

significativo de la calcemia, magnesemia y la calciuria, manteniéndose las 

hormonas calciotropas en niveles basales, excepto por un incremento significativo 

del calcitriol. Estos resultados comprobaron que la PGE1 sí incrementa la síntesis 

del calcitriol, ocasionando hipercalciuria y reproduciendo el síndrome de exceso de 

la prostaglandina E en conejos.147 Estos resultados se reportaron como un 

hallazgo adicional al conocimiento de la fisiopatología del síndrome.   

En una primera etapa  del estudio in vitro, se utilizó 25(OH)D3  como sustrato y en 

su valoración cinética observamos que la producción del calcitriol era directamente 

proporcional a la concentración de 25(OH)D3. La respuesta cinética de la 

producción del calcitriol, en relación con la concentración del sustrato, se observó 

una curva con tendencia sigmoidea lo que indica que la 1α-OHasa  es una enzima 

alostérica.136 

En el estudio cinético de PGE1, en el que se buscaba la concentración óptima para 

obtener un incremento en la síntesis  de calcitriol se pudo apreciar que la PGE1 
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incrementó la producción del calcitriol en forma proporcional a la concentración de 

PGE1. 

En el estudio experimental diseñado para investigar la estimulación in vitro de la 

PGE1 sobre la síntesis del calcitriol, los resultados corroboran que la PGE1 

incrementa significativamente los niveles de calcitriol en los túbulos renales 

proximales.  

Se conocen pocos medicamentos con efecto anabólico del tejido óseo como el 

que se ha observado con las PGs. Esto se ha reportado en niños con 

malformaciones cardiacas, sometidos a administración prolongada de PGE1 para 

mantener abierto el conducto arterioso y en los que después de seis meses 

exhiben hiperosteosis cortical.148 También se ha observado, experimentalmente en 

perros, un incremento de la formación ósea al administrarles PGE2.
149  

Recientemente se ha reportado en ratas, que el efecto osteopénico producido por 

la ciclosporina A, puede ser prevenido, al administrarla combinada con PGE2.
150 

En contraste a lo anterior,  también se ha observado que al administrar 

medicamentos anti-inflamatorios no esteroideos, como inhibidores de la ciclo-

oxigenasa, se ha observado una   inhibición   en   la  cicatrización de fracturas, 

tanto en animales como en humanos.151 

Estos efectos anabólicos observados con la PGs aparentemente se deben a que 

incrementan la síntesis del calcitriol, promoviendo la absorción intestinal de calcio 

y acelerando la mineralización del osteoide. Esta propiedad anabólica ósea de las 

PGs, podría ser utilizada como objetivo principal en una investigación en pacientes 

osteopénicos (estrategia de tratamiento). Vale la pena comentar que a pesar de la 

importancia de las observaciones experimentales y clínicas reportadas, en las que 
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se comprueba que las  PGs estimulan la síntesis del calcitriol, es una alternativa 

que no ha sido considerado en revisiones recientes.  

Se reporta incremento del calcitriol sérico en pacientes con hipocalcemias, 

hipofosfatemias, hiperparatiroidismo, intoxicación exógena de vitamina D, en 

terapia con furosemida y ahora su incremento sérico es un marcador importante 

del síndrome de exceso de PGE en niños.141-143 El calcitriol tiene aplicaciones 

terapéuticas importantes en varias enfermedades graves. Por ejemplo; en 

desórdenes caracterizados por hiperproliferación celular: como en la 

glomerulonefritis proliferativa experimental,110, 111 en el cáncer,112,113  en algunas 

enfermedades autoinmunes,152,153 en la prevención de rechazo de órganos 

trasplantados154-162 y en enfermedades endocrinas como el hiperparatiroidismo.163-

165 Desafortunadamente este potencial terapéutico del calcitriol se ha visto limitado 

por la hipercalcemia tóxica que ocasiona esta hormona. Es por esto, que en las 

últimas décadas se han desarrollado análogos de la vitamina D, que han 

disminuido significativamente la hipercalcemia tóxica, conservando sus 

propiedades terapéuticas. Existe en la actualidad el análogo del calcitriol conocido 

como calcipotriol, para el tratamiento de la psoriasis,166  y para el tratamiento del 

hiperparatiroidismo secundario se han desarrollado varios análogos como el 

paracalcitriol163, 165,167-170 el 22-oxacalcitriol y el doxercalciferol que prácticamente 

no ocasionan hipercalcemia y si disminuyen la síntesis de la PTH.171 Aplicaciones 

terapéuticas más amplias de estos análogos se encuentran en estudio.  
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7. CONCLUSIONES 

 

1. La administración de PGE1 a túbulos renales de conejos estimula 

significativamente la síntesis del calcitriol  tanto in vivo como in vitro. 

 

2. EL AH6809 actúa como antagonista del receptor de la PGE1 (AP) bloqueando 

el estímulo de la PGE1 sobre la producción de calcitriol. 
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