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EDITORIAL

El sensor de calcio.

Del laboratorio a la clinica y de ahi a la salud publica

En el mes de junio tuvimos la
visita de Steve Hebert que impartid
la sesion general del Instituto el
viernes 14 por la mafiana con una
presentacion que mostro, lo que en
opinién de algunos podria ser, uno
de los desarrollos mas rapidos de un
trabajo de laboratorio que llega a la
clinica y de ahi brinca a la salud
publica.! Steve hablé ese dia del
papel del sensor de calcio en la
funcion gastrointestinal y su posible
utilidad en el tratamiento de la
diarrea secretora. Pero vayamos por
partes para entender la historia.

Siguiendo la tradicion iniciada
por el mismisimo Maestro Salvador
Zubiran, al terminar la residencia
en Nutricion en 1990 me fui al hos-
pital Brigham and Women'’s en Bos-
ton. Los que lo hicieron antes de
1980 a donde iban era el Hospital
Peter Bent Brigham, que a finales de
la década de los 70’s se fusiond con
otros dos hospitales de alto presti-
gio, también asociados con Harvard
Medical School, conocidos como
el Robert Breck Brigham Hospital y el
Boston Hospital for Women. Asi
nacié el nuevo hospital Brigham
and Women’s. Llegué entonces al
laboratorio de Steve Hebert, que era
parte de la Renal Division del
Brigham, sin saber nada de lo que
me esperaba en ese lugar, pero si-
guiendo la corazonada de que la in-
vitacion de Steve para unirme a su
grupo sonaba muy interesante.
Steve habia dedicado toda la década

de los 80’s al estudio de la fisiologia
de la nefrona distal, con particular
énfasis en el asa ascendente de
Henle. El habia descubierto, al
mismo tiempo que Greger en
Alemania, que el mecanismo de
transporte de sal en el asa
ascendente de Henle se lleva a cabo
por un triple cotransportador de
Na*:K*:2ClI- que es especificamente
inhibido por furosemida y con eso
habia descrito el sitio y mecanismo
de accion de este popular diurético.
Para esto se habia especializado a lo
largo de los afios en la técnica de
microperfusion de tdbulos renales
aislados que requiere de un alto
nivel de precision manual y de
amplios conocimientos en biofisica.
Lo conoci cuando fui a entrevistar-
me a la Renal Division en 1989
atraido por la fama mundial de
Barry Brenner, el jefe de la Renal
Division, que era en ese momento
(quiza lo siga siendo todavia), el ne-
frologo més famoso del mundo.
Cuando Steve, con sus entonces 43
afios, me explicéd lo que hacia en su
laboratorio me pareci6 poco atracti-
vo para un nefrélogo que, hablando
de mateméticas, no habia entendido
con claridad ni el prologo de libro de
algebra de Baldor. Pero al final de la
conversacion dijo algo que me
desperto el interés. Dijo: “a partir
del préximo afio (1990) voy a dejar de
hacer microperfusién de tabulos y
pienso desviar todo el esfuerzo de mi
laboratorio hacia una serie de pro-

yectos que tienen como objetivo la
clonacion del DNAc de los diversos
genes que intervienen en la reabsor-
cion renal de sal en la nefrona
distal”. Esa noche supe a qué que-
ria dedicar los siguientes afios de mi
vida.

En mayo de 1990 llegué al labo-
ratorio de Steve, auspiciado por
Fogarty Internacional Center del
NIH y por la Secretaria de Educa-
cion Publica de México y con la
promesa del Maestro Manuel Campu-
zano, entonces Director General del
Instituto, de que a mi regreso
tendria un lugar en donde trabajar.
Me inicié en Boston con el proyecto
de clonar el DNAc del cotransporta-
dor de Na*:K*:2ClI del asa de Henle
de rifion de rata. Ni Steve ni yo te-
niamos idea de biologia molecular,
excepto la que habiamos aprendido
muchos afios atras en la escuela de
medicina. Las cosas al principio no
fueron féaciles y en alguna otra
ocasion espero tener oportunidad de
contar ese episodio, pero baste con
decir por ahora que los planes de
Steve resultaron exitosos. Tres afios
después habiamos sido capaces de
clonar el DNAc del cotransportador
de Na*:Cl- del tdbulo distal, el
receptor de las tiazidas,?> del co-
transportador de Na*:K*:2Cl, el
receptor de furosemide® y del canal
apical de potasio.* A esta aventura
se le unid una que resulto ser muy
interesante, porque se traté de la
clonacién del DNAc de un gen que
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cuando llegué a Boston no teniamos
idea (ni Steve, ni yo, ni el mundo
entero) de que existiera tal cosa. Se
trata del sensor de calcio.®

A finales de 1991, cuando ya
dominabamos la metodologia de
clonacién de proteinas de mem-
brana mediante la expresion fun-
cional en ovocitos de la rana
Xenopus laevis, Steve, que es ne-
frologo y como tal interesado en
los problemas de metabolismo mi-
neral y Edward Brown, un inteli-
gente endocrinélogo del Brigham,
propusieron una hipoétesis para
explicar el mecanismo de regula-
cion de la secrecion de la hormo-
na paratiroidea (PTH) por la
concentracion de calcio sérico. A
mayor calcio sérico, menor secre-
cion de PTH. Es decir, el calcio
sérico inhibe la secrecion de PTH.
Pero lo complicado del asunto es
que el espacio que hay entre la
méxima secrecion y la maxima in-
hibicion es muy estrecho: de 1.0 a
1.3 mM de calcio, lo que en todo
momento se considera dentro de li-
mites fisiolégicos. ;Como haria esto
el calcio?, fue la pregunta a contes-
tar. Con algunos datos preliminares
que tenia Edward en células en
cultivo de paratiroides, Steve y Ed
propusieron la hip6tesis de que el
calcio regulara la secrecion de PTH
al actuar en un receptor de
membrana acoplado a proteinas G,
que tuviera como ligando al calcio y
que generara los segundos mensa-
jeros responsables de bloquear la
secrecion de PTH. La propuesta, ni
mas ni menos, era que el calcio es
un primer mensajero. Dicho de otra
forma, el calcio es una hormona,
con la salvedad de que no lo sinteti-
zamos en forma endogena.

Esa tarde tuve la suerte de ser el
fellow que particip6 en la discusion
entre Steve y Ed al respecto.
Discutimos los datos a favor o en
contra de la idea y cudl seria la es-
trategia y el disefio experimental
para probar la hipotesis. Este

altimo fue genial: inyectar ovocitos
de Xenopus con RNA mensajero de
paratiroides de bovino. Algunos
dias después, analizar el potencial de
membrana del ovocito mediante la
insercion de un electrodo. Aplicar
un ligando del supuesto receptor de
calcio, que podria ser un cation
divalente como el Ca?* o el Mg?* o
trivalente como el gadolinio (Gd®*).
Como algunos datos preliminares
sugerian que el supuesto receptor
actuaria a través de proteinas Goyq,
entonces al estimularlo con Gd*, se
incrementaria la produccion de
inositol trifosfato (IP3) y con esto,
produciria liberacién de Ca?* del
reticulo endoplasmico, lo que podria
ser suficiente como para estimular
los canales de cloro activables por
Ca?*, que producirian una corriente
entrante, registrable con el electrodo
colocado. Cuando terminamos de di-
bujar el esquema hubo un pequefio
silencio seguido del cual los dos me
voltearon a ver. Tuve la fortuna de
estar suficientemente emocionado y
hacer las conexiones neuronales ne-
cesarias como para decir: “déjenme
hacer algunos ensayos preliminares
y de acuerdo a lo que veamos po-
driamos decidir hacia dénde ir”. Esa
noche me fui a casa con la emocion
gue genera la sensacion de haber
presenciado el nacimiento de una
idea original y comprendi el signifi-
cado de una frase que habia leido
afios atréas en algun lugar: “A mind
once stretched by a new idea never
regains its original dimensions”.
Evidentemente los endocrinologos y
los especialistas en sefalizacion
rechazaron la idea porque la gran
mayoria de los receptores acoplados
a proteinas G, como los receptores
de vasopresina, catecolaminas, glu-
cagon, gonadotropinas, etc., funcio-
nan preferentemente del tipo todo o
nada. O estan inactivos en ausencia
del ligando o se activan en su pre-
sencia. En cambio, en el caso del
calcio, la propuesta incluia que el
supuesto receptor fuera capaz de

mantener diversos niveles de activi-
dad en relacion con mindsculos
cambios en la concentracion sérica
del calcio. El proyecto inici6 una fria
mafiana de enero del 92, a -20°C en
el rastro de Boston a donde acudi-
mos a obtener paratiroides de bovi-
no. Después de una desilusion
inicial, con una genoteca que nos
hizo perder algunos meses de traba-
jo, logramos felizmente identificar el
DNAc que codifica para una protei-
na a la que llamamos receptor-
sensor de calcio o CaSR por sus
siglas en inglés “Calcium Sensing
Receptor”.®

A partir de la secuenciacion del
DNAc fue posible deducir la se-
cuencia primaria que revel6 en
efecto, que el CaSR es una protei-
na con siete o hélices que atravie-
san la membrana celular, con un
largo dominio amino terminal de
localizacidn extracelular y el car-
boxi terminal de localizacién
intracelular, topologia caracteris-
tica de los receptores acoplados a
proteinas G. El dominio amino
terminal tiene varios sitios de
union a calcio, lo que explica la
modulacién de la actividad del
receptor por pequefios cambios en
la concentraciéon fisioldgica de
este ion en el plasma. Su
activacion, en efecto estimula la
generacion de IP3 y la liberacién
de calcio de las cisternas del re-
ticulo endoplasmico es la respon-
sable de prevenir que las vesiculas
gue contienen PTH se fusionen
con la membrana celular, con lo
cual, se bloquea la secreciéon de
esta hormona. Para nuestra sor-
presa el CaSR no s6lo se mostro
presente en la paratiroides y el ri-
fion (tejidos en los que anticipa-
bamos su existencia), sino
también en multiples d6rganos,
gue fueron sumandose a la lista
en los siguientes afios, hasta
practicamente convertir al CaSR
en una proteina de expresion
ubicua.

Gamba G. El sensor de calcio. Del laboratorio a la clinica y de ahi a la salud publica. Rev Invest Clin 2007; 59 (6): 414-418

415



La identificacion molecular del
CaSR fue seguida de multiples tra-
bajos de investigacion alrededor del
sensor en diversos 6rganos y condi-
ciones fisioldgicas, lo que incluyé la
demostracion de que mutaciones
activantes o inactivantes del sensor
son causantes de enfermedades here-
ditarias como el sindrome de Bartter
tipo V (activante), la hipercalciuria
hipocalcémica familiar (mutaciones
inactivantes en un alelo) y el hiper-
paratiroidismo neonatal grave
(mutaciones inactivantes en ambos
alelos), demostrando asi el impor-
tante papel que tiene el sensor en la
fisiologia del metabolismo de calcio y
fésforo, del hueso e inclusive de la
regulacion de la presion arterial.

Como receptor acoplado a protei-
nas G, el CaSR se convirtié en un
blanco atractivo para la industria
farmacéutica que aprovecho la re-
cién descrita estructura primaria
para modelar posibles farmacos que
interaccionaran con el sensor y asi
nacié cinacalcet y la era de los
calcimiméticos. Este grupo de medica-
mentos tiene su blanco de accion en
amino &cidos de las regiones
transmembrana del CaSR en donde
su presencia incrementa la sensibi-
lidad del sensor al calcio. Como la
estimulacion del sensor por calcio
inhibe la secrecion de hormona pa-
ratiroidea, entonces el tratamiento
con cinacalcet, lo que hace es per-
mitir que la secrecién de la hor-
mona paratiroidea sea inhibida
con menores concentraciones de
calcio. En una década se desarro-
llaron los calcimiméticos, pasaron
las rigurosas fases | y 11 y ya estan
saliendo publicaciones con resul-
tados muy optimistas de estudios
en fase 111.5 La era del tratamien-
to quirurgico del hiperparatiroi-
dismo primario esta cerca de
llegar a su fin.” En cuanto al
secundario, el advenimiento del
cinacalcet es probable que represen-
te un avance en el tratamiento de
pacientes en dialisis equiparable al

de la eritropoyetina. Los resultados
de los primeros estudios en fase 111
muestran que cinacalcet es un
tratamiento eficiente para reducir la
secrecién de hormona paratiroidea
en pacientes con insuficiencia renal
crénica en dialisis.” Esto no solo se
espera que tenga un impacto
positivo sobre la osteodistrofia renal
gue se ve en este tipo de enfermos
después de cierto tiempo en dialisis,
sino que es probable que tenga efec-
to benéfico en la sobrevida, ya que
se tienen evidencias de que la PTH
podria ser una de las “toxinas
urémicas” detras de la elevada
mortalidad cardiovascular en pa-
cientes en didlisis.

Durante la década de los 90 y lo
gue va del siglo XXI han aparecien-
do cientos de publicaciones sobre el
papel del sensor de calcio en multi-
ples érganos y sistemas y en diver-
sas especies. Los peces, por ejemplo,
tienen CaSR en el 6rgano olfatorio y
es la concentracion de calcio la que
le indica al animal el tipo de agua en
la que se encuentra. Si se coloca un
pez en un tanque de agua con sufi-
ciente sal como para generar la
osmolaridad adecuada al tipo de
pez, pero sin agregar calcio o mag-
nesio, el pez morira en horas o dias
porque no tiene la menor idea de
gue esta en agua salina y activara
los mecanismos necesarios para
ajus-tarse al agua dulce. De hecho,
la identificacion del CaSR en el
tracto gastrointestinal de peces®
rastrea a este tipo de sensor en la
evolucion a los peces cartilaginosos
(elasmo-branquios), como el tibu-
ron, y sugiere que puede haber
surgido como un mecanismo que
permitié adaptacion en el ambiente
marino que es rico en cationes
divalentes. La presencia del sensor
de calcio en el tracto gastrointesti-
nal se ha demostrado también en
aves,® anfibios!® y mamiferos,'!
incluyendo al humano.*? El estudio
del sensor de calcio en el tracto gas-
trointestinal de los peces, el cual se

realizo con fines agropecuarios, fue
la pauta que estimul6 el tratar de
entender cudl es el papel del sensor
en la fisiologia y fisiopatologia gas-
trointestinales.

En el estdbmago, estudios realiza-
dos con mucosa gastrica del anfibio
Necturus, de ratas y humanos de-
muestran que la estimulacion del
CaSR localizado en las células G,
con gadolinio o con calcimiméticos,
estimula en forma intensa la secre-
cion de gastrina, que a su ves activa
a las células endocrinas para formar
histamina que termina por estimu-
lar la secrecion acida por la célula
parietal. Estas observaciones pue-
den explicar el frecuente rebote en
secrecion de acido que se observa
en pacientes que toman antiécidos
que contienen calcio. Asimismo,
también nos dan el mecanismo por
el cual es tan frecuente encontrar
enfermedad acido péptica en pacien-
tes con hiperparatiroidismo prima-
rio en que el problema cardinal es la
hipercalcemia. Dado que se ha de-
mostrado en el estdbmago que el
CaSR puede ser activado por ciertos
aminoécidos,!® se ha propuesto que
el papel fisiolégico del CaSR podria
ser el de mantener vigente la secre-
cion de acido para la adecuada di-
gestion de las proteinas. El ciclo
seria que al llegar proteinas al esto-
mago son digeridas por la pepsina
gue requiere de pH < 2.0 para ser
activa. Sin embargo, la presencia de
comida tiende a neutralizar el pH.
Al degradarse proteinas se inicia la
absorcién de aminoécidos que ten-
drian el efecto de estimular al CaSR
de las células G, con lo que se
estimula la secrecion de acido y asi
se mantiene el bajo pH que requiere
la pepsina. El ciclo se detiene cuan-
do se han absorbido los aminoéacidos
y con esto se acaba el estimulo del
sensor de calcio.

El sensor de calcio también se
expresa a la largo del intestino del-
gado y del colon, tanto en la cara
apical, como en la basolateral del
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epitelio intestinal, asi como en las
neuronas de los plexos de Meissner
y Auerbach, lo que sugiere que el
sensor juega un papel no solo en la
funcién epitelial, sino quiza también
en la motilidad gastrointestinal. De
hecho se han propuesto varios posi-
bles roles del sensor de calcio en el
intestino, algunos en relacion con
el calcio mismo y otros derivados de
las observaciones de que los amino-
écidos™® y las poliaminas de la dieta,
como la spermina,** pueden inter-
accionar con el sensor de calcio y
activarlo o hacerlo mas sensible al
calcio. Observaciones en diversos
epitelios, particularmente en la piel,
han mostrado que la estimulacion
del sensor de calcio promueve la di-
ferenciacion celular acompafiado de
efectos bioquimicos que se conside-
rarian antineoplasicos. Dada la
presencia del sensor de calcio en
células tanto de la superficie como
de la cripta en el epitelio del colon,
se ha propuesto la interesante
hipétesis de que estimulacién del
CaSR por el calcio y/o las poliami-
nas, podria ser el mecanismo del
bien documentado efecto protector
que tiene la dieta alta en calcio
sobre el desarrollo de cancer de
colon y abre una avenida inte-
resante para razonar sobre el
posible papel que podrian tener los
calcimiméticos en la prevencion de
este importante tipo de cancer.

En el colon se ha estudiado ex-
tensamente el efecto de activar el
sensor de calcio sobre la funcion del
epitelio y lo que se ha observado es
que el calcio modula el transporte de
liquido. La mayor parte de la
expresion del CaSR en el epitelio
colonico se observa en las criptas,
que es el principal sitio de secrecion
de liquido. En estas células, la
estimulacion del sensor con calcio o
gadolinio resulta en incremento
intracelular de los niveles de calcio y
de inostitol trifosfato, consistentes
con el efecto de activacion del
sensor. Asimismo, la secrecién esti-

mulada con forskolin (que activa
proteinas Gas y con eso aumenta el
AMPc intracelular) es bloqueada al
estimular al sensor.!' El estudio
mas reciente al respecto muestra
que la estimulacion del sensor de
calcio en el tracto gastrointestinal
es capaz de revertir los procesos de
secrecién inducidos por secreta-
gogos como el AMPc y el GMPc pro-
ducidos por la toxina colérica y le
enterotoxina STa de la Escherichia
coli termoestable.’® Ratones trata-
dos con estas toxinas desarrollan
una diarrea mortal en cuestion de
horas, lo que fue completamente re-
vertido al tratarlos con el calcimi-
mético R-568 (Amgen). El analisis
detallado de los mecanismos de
transporte de las células epiteliales
colénicas mostro que el epitelio paso
de ser de secrecion, por el efecto de
las toxinas, a ser de absorcion, por
la estimulacion con el R-568. Los
efectos benéficos del R-568 no fue-
ron observados en los ratones knoc-
kout para el sensor de calcio,
indicando que fueron debidos a la
estimulacion de este receptor. La
propuesta actual,'® es que el calcio,
las poliaminas y los aminoé&cidos, a
través de la estimulacion del sensor
de calcio convierten al epitelio
intestinal de secretor en absortivo,
lo cual puede dar una explicacion de
cémo suceden los periodos de se-
crecion y absorcion en el tracto gas-
trointestinal. La secrecion de liquido
y el movimiento intestinal resultan
en la digestion de las proteinas a su
minima expresion. Los aminoacidos
liberados estimulan al sensor de
calcio, con lo que el epitelio disminu-
ye la secrecion y aumenta la absor-
cién y el movimiento intestinal
disminuye. Al absorberse los amino-
acidos, disminuye la estimulacion
del sensor, con lo que el epitelio
vuelve a ser predominantemente se-
cretor y el movimiento intestinal se
incrementa, hasta generar otra vez
suficientes aminoacidos libres que
estimulen al sensor. El ciclo se repi-

te una y otra vez, hasta que se
complete la digestion de los alimen-
tos. Dado que la estimulacion del
sensor de calcio resulta en activa-
cién de las fosfodiesterasas, enton-
ces no solo es util para la absorcion
de los alimentos, sino también para
contrarrestar el aumento de nucle6-
tidos ciclicos inducidos por toxinas y
con esto, para tratar las diarreas,
por lo que la administracion de
calcio y/o de calcimiméticos se
perfila como un tratamiento util
para la diarrea, ya que no sélo pro-
mueve la absorcion de liquidos, sino
gue ataca el problema de base al re-
ducir la concentracion de AMPc o
GMPc en el enterocito. Esto puede
explicar por qué los pacientes en
didlisis a los que se les indica tomar
dosis altas de calcio se quejan con
frecuencia de constipacion.

Por lo anterior expuesto, esta-
mos ante la posibilidad de desarrollar
un tratamiento Gtil para una de las
causas mas importantes de morta-
lidad infantil en el mundo entero. El
objetivo de Steve ahora es desa-
rrollar un calcimimético que pueda
agregarse a la solucién de rehidra-
tacion oral para que el nifio con
diarrea no solo se rehidrate, sino
gue se detenga la diarrea. Es evi-
dente que el compuesto debe ser
estable a temperatura ambiente y la
otra limitante es que deba ser tan
barato que pueda distribuirse a las
comunidades pobres de todo el mun-
do, en particular de lugares calien-
tes como América Latina y Africa.
Para esto se requiere de inversion
multimillonaria que no tenga expec-
tativas de negocio, sino de altruis-
mo. Esto llevaria un trabajo de
laboratorio realizado en 1993, a te-
ner impacto en la salud publica a
finales de esta década. El viernes
aquel que Steve dio su conferencia
en el Instituto estdbamos en mi
casa cenando cuando recibi6 una
llamada para confirmarle que la
Fundacion Gates le otorgara dicha
inversion. Del puro gusto nos
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tomamos una de esas soluciones de
hidratacion oral un poco caras que
hacen en la Ribera del Duero. Ahora
se ha sumado una de las empresas
petroleras méas grandes del mundo
con una donacion cercana a la pla-
neada por la Fundacion Gates.
Parece que el dinero ya no es proble-
ma y la Universidad de Yale ha
destinado un espacio considerable
para generar la investigacion nece-
saria para desarrollar el deseado
medicamento. Con suerte en unos
cuantos afios podremos estar
viendo las fases Il sobre el trata-
miento de diarrea con el medicamen-
to desarrollado.

La identificacion del receptor/
sensor de calcio generé un nuevo
paradigma en la biologia: el calcio
como hormona. Este receptor resul-
t0 expresarse en tantos tejidos que
despertd el interés de multiples
investigadores que han hecho
contribuciones originales en campos
tan diversos que van desde las
bacterias y su registro del medio
ambiente o la forma en que los peces
detectan la salinidad del agua, hasta
el papel del CaSR en funciones
fundamentales del sistema nervioso
central o la regulacion de la presion
arterial en el humano. Se generaron
medicamentos calcimiméticos que
son Utiles para tratar el hiperpara-
tiroidismo primario y secundario y
en unos afios podriamos tener un
medicamento Gtil para tratar la
diarrea secretora que cobra millones
de vidas de nifios al afio. Por esto, y
muchas cosas mas que no tengo
espacio para contar, Steve ingreso
hace dos afios a la Academia Nacio-
nal de Ciencias de los Estados Uni-
dos y ha recibido multiples premios
y reconocimientos, tanto en su pais,

como en el resto del mundo. Ha sido
invitado en dos ocasiones recientes
a un pais del norte de Europa a
exponer su trabajo ante un comité
de gente bien inteligente que decide
afio con afio quién le otorga un pre-
mio muy trascendente. Estamos
emocionados. Pero como Steve dice
y lo dice bien: “con haber contribui-
do en algo que sirva para que
mejore la salud publica me doy por
bien servido”.
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