NEFRO-1023; No. of Pages 11

NEFROLOGIA 2022;XX X (X X)! XXX-XXX

)
‘ ,‘ Eiod a
S igsllog a g
U Sociedad g
Espanola de Revista de la Sociedad Espafiola de Nefrologia
Nefrologia a . ot e ot o
www.revistanefrologia.com g,

Revision
Bodas de plata: 25 anos de la primera demostracion del
efecto directo del fosforo en la célula paratiroidea

Jordi Bover®*, Pedro Trinidad®, Aquiles Jara®, Jordi Soler-Majoral®,

Alejandro Martin-Malo“, Armando Torres®, Jodo Frazdo/, Pablo Ureiia¥,

Adriana Dusso", Carolt Arana', Fredzzia Graterol®, Gregorio Romero®, Maribel Troya®,
Diana Samaniego®, Luis D’Marco/, José Manuel Valdivielso*®, Elvira Ferndndez*',
Maria Dolores Arenas™, Vicente Torregrosa', Juan F. Navarro-Gonzdlez™,

Maria Jests Lloret®, J.A. Ballarin®, Ricardo J. Bosch?, José L. Gorriz4,

Angel Luis Martin de Francisco’, Orlando Gutiérrez®, Jordi Ara“®, Arnold Felsenfeld®,
Antonio Canalejo” e Yolanda Almadén"

a Servicio de Nefrologia, Hospital Universitario Germans Trias i Pujol, RICORS, Institut d’Investigacié en Ciéncies de la Salut Germans
Trias i Pujol (IGTP), Universitat Autdnoma de Barcelona, Badalona, Barcelona, Espaiia

b Departamento de Nefrologia, HECMN siglo XXI, IMSS, Ciudad de México, México

¢ Departamento de Nefrologia, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catélica de Chile, Santiago, Chile

d Unidad de Gestién Clinica Nefrologia, Instituto Maiménides de Investigacién Biomédica de Cérdoba (IMIBIC), Hospital Universitario
Reina Sofia, Universidad de Cérdoba, Espaiia, Red Nacional de Investigacién en Nefrologia (REDinREN), Instituto de Salud Carlos III,
Espatia

€ Servicio de Nefrologia, Hospital Universitario de Canarias, Instituto de Tecnologias Biomédicas, Universidad de La Laguna, Tenerife,
Espaiia

f Department of Nephrology, Centro Hospitalar Universitdrio Séo Jodo, Institute for Innovation and Health Research (I3S), Institute of
Biomedical Engineering (INEB), Nephrology and Infectious Diseases Research Group, University of Porto, Porto, Portugal

& AURA Nord Saint Ouen Dialysis Service, Saint Ouen, Francia y Service d’Explorations Fonctionnelles Rénales, Hopital Necker, Université
Paris V, René Descartes, Paris, Francia

h Division of Endocrinology, Metabolism and Lipid Research, Washington University School of Medicine, St Louis, MO, EE. UU.

! Departamento de Nefrologia y Trasplante Renal, Hospital Clinic, Barcelona, Espafia

J CEU Cardenal Herrera University, Valencia, Espaiia

k Vascular and Renal Translational Research Group, Biomedical Research Institute, IRBLLEIDA, Lleida, Espaiia, Red Nacional de
Investigacién en Nefrologia (REDIinREN, RETIC), Instituto de Salud Carlos III, Espafia

1 Grupo de Investigacién Traslacional Vascular y Renal, Fundacién Renal Jaume Arné, Lleida, Espaiia

™ Servicio de Nefrologia, Fundacién Renal Iiiigo Alvarez de Toledo, Madrid, Esparia

™ Unidad de Investigacién y Servicio de Nefrologia, Hospital Universitario Nuestra Seflora de la Candelaria; Instituto Universitario de
Tecnologias Biomédicas, Universidad de La Laguna, Santa Cruz de Tenerife, Espaiia, Red Nacional de Investigacion en Nefrologia
(REDInREN, RICORS), Instituto de Salud Carlos III, Espaiia

© Servicio de Nefrologia, Fundacié Puigvert, IIB Sant Pau, Barcelona, Espaiia

P Unidad de Fisiologia, Departamento de Biologia de Sistemas, Facultad de Medicina, Universidad de Alcald, Alcald de Henares, Madrid,
Espatia

* Autor de correspondencia.
Correo electrénico: jbover.ics@gencat.cat (J. Bover).
https://doi.org/10.1016/j.nefro.2021.12.005
0211-6995/© 2022 Sociedad Espaiiola de Nefrologia. Publicado por Elsevier Espania, S.L.U. Este es un articulo Open Access bajo la licencia
CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Coémo citar este articulo: Bover J, et al. Bodas de plata: 25 afios de la primera demostracién del efecto directo del fésforo en la célula paratiroidea.
Nefrologia. 2022. https://doi.org/10.1016/j.nefro.2021.12.005



https://doi.org/10.1016/j.nefro.2021.12.005
http://www.revistanefrologia.com
mailto:jbover.ics@gencat.cat
https://doi.org/10.1016/j.nefro.2021.12.005
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

NEFRO-1023; No. of Pages 11

2 NEFROLOGIA 2022;XXX(XX):XXX~XXX

4 Servicio de Nefrologia, Hospital Clinico Universitario, INCLIVA, Universidad de Valencia, Valencia, Espaiia

I Universidad de Cantabria, Santander, Espaia

$ Division of Nephrology, Department of Medicine, Universidad de Alabama en Birmingham, Birmingham, EE. UU.

t Department of Medicine, Veterans Affairs Greater Los Angeles Healthcare System and David Geffen School of Medicine, University of
California, Los Angeles, California, EE. UU.

U Departamento de Ciencias Integradas/Centro de investigacién RENSMA, Facultad de Ciencias Experimentales, Universidad de Huelva,
Huelva, Espaiia

V Instituto Maiménides de Investigacién Biomédica de Cérdoba (IMIBIC), Hospital Universitario Reina Sofia, Universidad de Cérdoba,
Cérdoba, Espaiia

INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
On-line el xxx Aunque el fésforo es un elemento indispensable para la vida, en la naturaleza no se encuen-
tra en estado nativo sino combinado en forma de fosfatos inorganicos (PO43~), con niveles
Palabras clave: plasmaticos estrechamente regulados que se asocian a efectos deletéreos y mortalidad
Foésforo cuando estos se encuentran fuera de la normalidad. El interés creciente sobre el acimulo de
Fosfato PO43~ enla fisiopatologia humana se originé en el papel que se le atribuyé en la patogenia del
Hormona paratiroidea hiperparatiroidismo secundario a la enfermedad renal crénica. En este articulo revisamos
PTH los mecanismos por los cuales se justificaba dicho efecto y conmemoramos la importante
Receptor de la PTH contribucién de un grupo espanol liderado por el Dr. M. Rodriguez, ahora hace justo 25
CKD-MBD anos, cuando demostraron por primera vez el efecto directo del PO43~ sobre la regulacién
Paratiroides de la sintesis y secrecién de hormona paratiroidea (manteniendo la integridad estructural

de las gldndulas paratiroides en su nuevo modelo experimental. Ademas de demostrar la
importancia del 4cido araquidénico (AA) y la via de la fosfolipasa A2-AA como mediadora de
respuestas en la glandula paratiroidea, estos hallazgos fueron predecesores de la reciente
descripcién del importante papel del PO43~ sobre la actividad del receptor-sensor de calcio
y alimentaron asimismo diversas lineas de investigacién sobre la importancia de la sobre-
carga de PO43, no solo en la fisiopatologia del hiperparatiroidismo secundario sino también

en su papel patogénico sistémico.
© 2022 Sociedad Espaiiola de Nefrologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

Silver jubilee: 25 years of the first demonstration of the direct effect of
phosphate on the parathyroid cell

ABSTRACT

Keywords: Although phosphorus is an essential element for life, it is not found in nature in its native
Phosphorus state but rather combined in the form of inorganic phosphates (PO,3), with tightly regulated
Phosphate plasma levels that are associated with deleterious effects and mortality when these are out
Parathyroid hormone of bounds. The growing interest in the accumulation of PO,3~ in human pathophysiology
PTH originated in its attributed role in the pathogenesis of secondary hyperparathyroidism in
PTH receptor chronic kidney disease. In this article, we review the mechanisms by which this effect was
CKD-MBD justified and we commemorate the important contribution of a Spanish group led by Dr. M.
Parathyroid gland Rodriguez, just 25 years ago, when they first demonstrated the direct effect of PO43~ on the

regulation of the synthesis and secretion of parathyroid hormone by maintaining the struc-
tural integrity of the parathyroid glands in their original experimental model. In addition
to demonstrating the importance of arachidonic acid (AA) and the phospholipase A2-AA
pathway as a mediator of parathyroid gland response, these findings were predecessors of
the recent description of the important role of PO43~ on the activity of the calcium sensor-
receptor, and also fueled various lines of research on the importance of PO43~ overload not
only for the pathophysiology of secondary hyperparathyroidism but also of its systemic

pathogenic role.
© 2022 Sociedad Espanola de Nefrologia. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).
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Figura 1 - Estructura molecular del anion fosfato (ésteres de
acido fosférico): compuesto por un atomo de fésforo y
atomos de oxigeno en forma tetraédrica. Realizada con el
JSME Molecular Editor
(http://biomodel.uah.es/en/DIY/JSME/draw.en.htm).

depende de suingesta y excrecién. El acimulo intra- y extrace-
lular de PO,43~ tiene un rol esencial no solo en la patogenia del
hiperparatiroidismo secundario (HPTS) y del complejo chronic
kidney disease-mineral and bone disorders (CKD-MBD) sino que
ademas, directa o indirectamente, se puede considerar como
un factor de riesgo (no clasico) de morbimortalidad cardiovas-
cular e incluso infecciosa, a través de diversos mecanismos
como la inflamacién, el estrés oxidativo, las calcificaciones
vasculares y valvulares o la fibrosis miocardica, asi como
también parece contribuir a la disfuncién celular del sis-
tema inmune, a la arterioesclerosis-ateromatosis e incluso
al envejecimiento acelerado en los pacientes con ERCH8-10,
Recientemente ha tomado también relevancia el papel del
PO43~ y los microcristales de fosfato célcico en la luz tubu-
lar renal no solo como efecto secundario sino también como
factor causal de la propia progresién de la ERC'12,

No obstante, el interés creciente sobre el acimulo de PO43~
en la fisiopatologia humana se originé en el papel que se le
atribuy6 en la mencionada patogenia del HPTS. Por ello, el
objetivo de este articulo es revisar los mecanismos por los
cuales se justificaba dicho efecto y conmemorar la importante
contribucién de un grupo espanol a la primera demostracién
en estudios experimentales del efecto directo del PO43~ sobre
la regulacién de la sintesis y secrecién de hormona paratiroi-
dea (PTH) en las glandulas paratiroides, ahora hace justo 25
afios’.

Introduccién

El fésforo (P), (en griego phos phorus o portador de luz), es un
elemento indispensable (nimero atémico 15, peso molecular
30,9 u) que se encuentra en todos los organismos vivos. En
estos tiene una doble funcién: a) estructural, en los acidos
nucleicos (ADN y ARN), las membranas celulares (fosfolipi-
dos) y la fase mineral del hueso (junto al calcio constituye
los cristales de hidroxiapatita); b) reguladora, constituyendo
el principal intermediario energético en procesos celulares
como el metabolismo y activacién de proteinas (fosforila-
cién), participando en la curva de disociaciéon del oxigeno
de la hemoglobina (2,3-difosfoglicerato) y en procesos de
senalizacién celular (segundos mensajeros como el AMP y
GMP ciclicos). En la naturaleza, incluidos los seres vivos, el
fésforo no se encuentra en estado nativo, sino combinado
principalmente en forma de diversos fosfatos inorgénicos
(PO437) (fig. 1), no inflamables, siendo esta la forma en que
medimos los niveles de fésforo en el organismo. Su impor-
tancia biolégica determina que los niveles de PO43~ deban
estar estrictamente controlados dentro de un rango fisiolégico
6ptimo y que fuera de este se asocie con efectos deletéreos. De
este modo, multiples estudios epidemiolégicos muestran que
no solo su carencia es causa de patologia, sino que también
niveles de PO43~ elevados (incluso en rangos de normalidad)
se han asociado de forma independiente con enfermedad
cardiovascular y mortalidad en la poblacién general y, espe-
cialmente, en pacientes con enfermedad renal crénica (ERC),
ya sea en diélisis o no’”’.

Si consideramos que los rifiones tienen un papel fun-
damental en la regulacién del PO43", las alteraciones de su
homeostasis en la ERC son esperables debido a que el balance

El fésforo en la patogenia del
hiperparatiroidismo secundario: mecanismos
indirectos

Durante muchos anos ha existido un gran debate, casi bipolar,
sobre si la retencién de PO43~ o la disminucién de la sintesis
de calcitriol (1,25-[OH],-vitamina D), presentes ambos en los
pacientes con ERC, eran los factores iniciadores o més impor-
tantes en la patogenia del HPTS'#®, Hace ahora exactamente
cinco décadas (bodas de oro), Slatopolsky et al.’* observaron
un incremento significativo de la PTH en un modelo expe-
rimental en perros con ERC alimentados con una dieta alta
en PO43-. La interpretacién de estos hallazgos fue que ele-
vaciones transitorias de PO43~ posprandiales disminuirian el
calcio ionizado en sangre, y esta disminucién de calcio seria
la que estimularia la secrecién de PTH. El aumento de PTH
no solo normalizaria los niveles de calcio, sino que también
disminuiria la reabsorciéon tubular de fésforo, con el consi-
guiente incremento de la fosfaturia, y asi se normalizarian
los valores séricos de ambos iones a expensas de la eleva-
cién de la PTH sérica. Ulteriores disminuciones del filtrado
glomerular (FG), conducirian a un aumento progresivo de los
valores de PTH necesarios para normalizar las cifras de calcio
yPO43~ en sangre. Estas observaciones constituyeron la «trade-
off hypothesis» («<hipétesis del trueque» o elevacién de PTH -y
sus efectos deletéreos consecuentes- a expensas de intentar
mantener la homeostasis del calcio y PO437)"18 (fig. 2). Estos
mismos autores demostraron en otro estudio experimental
que la reduccién proporcional en la ingesta de PO43~ ajus-
tada a la disminucién gradual del FG fue capaz de prevenir
el HPTS, evidenciado por la presencia de niveles plasmati-
cos normales de calcio, PO43", PTH y reabsorcién tubular de
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Figura 2 - Patogénesis del hiperparatiroidismo secundario en la enfermedad renal crénica. Representacion de la «trade-off

hypothesis». Adaptada de Bricker et al.'8).

fésforo en comparacién con los controles’®. En este modelo
experimental, la explicacién a las observaciones realizadas
se fundamentaron en que no era necesaria la adaptacién de
las nefronas remanentes al estadio de ERC, en el que dichas
nefronas deben responder a una mayor fraccién de excrecién
renal de PO43~ con una disminucién de su reabsorcién tubular
(como suele suceder en la ingesta no ajustada de PO43~ u otros
elementos)?°. Esta hipétesis fue postulada por Bricker bajo la
denominada «hipétesis de la nefrona intacta»?° y los hallaz-
gos sugirieron entonces que una ingesta constante de PO43~
ante una poblacién de nefronas disminuida (ERC) jugaria un
papel importante en la patogenia del HPTS?%-%1.

Aunque en el estudio mencionado®™ la reduccién en la
ingesta de PO43~ previno el HPTS, no podia descartarse la posi-
bilidad de la contribucién de una sintesis mayor de calcitriol
inducida por la dieta baja en PO43~. Este hecho seria espe-
cialmente relevante sobre todo en etapas tempranas del dano
renal, tal y como fue demostrado por Portale et al.'> afios més
tarde en nifos con ERC moderada. E1 PO43~ es un conocido
inhibidor de la la-hidroxilasa (CYP27B1) y en estos nifios se
evidenci6 que una dieta alta en PO43~ estimulaba la PTH y dis-
minuia los niveles de calcitriol, mientras que una dieta baja en
PO43~ estimulaba el calcitriol con descenso secundario de la
PTH. Por otra parte, es frecuente que una dieta baja en PO43~
se acomparfe de un incremento del calcio sérico derivado de
la mayor absorcién intestinal de calcio secundaria al aumento
del calcitriol, de forma que este aumento en el calcio sérico
podria explicar al menos en parte el descenso de la PTH. De
este modo, Llach y Massry'® demostraron en cuatro pacientes
con ERC moderada que la restriccién de PO43~ interferia con
la accién y produccién de calcitriol, modificando no solo la

absorcién intestinal de calcio sino también la respuesta cal-
cémica a la PTH, sugiriendo asi un papel importante de la
alteracién del metabolismo de la vitamina D en la patogenia
del HPTS en la ERC.

La entonces denominada disminucién de la respuesta
calcémica o resistencia esquelética ala accién de la PTH (endé-
gena y exdgena) fue otro mecanismo indirecto descrito por el
cual la retencién de PO43~ y/o la hiperfosfatemia podrian con-
tribuir al origen y progresién del HPTS en la ERC*?%3, y fue
ampliamente estudiada por Rodriguez et al.?*?’. Actualmente
denominada «hiporrespuesta» a la PTH?®, diversos trabajos han
demostrado la importanciarelativa de la retencién de PO43~ en
laresistencia ala accién de la PTH, entre otros factores?4-30. Tal
y como se ha revisado en un articulo reciente en esta revista®,
la existencia de hiporrespuesta a la accién de la PTH, a través
de diversos mecanismos entre los que destaca la retencién de
P04, demandan una mayor sintesis y secrecién de PTH para
mantener el equilibrio homeostético mineral.

El fosforo en la patogenia del
hiperparatiroidismo secundario: mecanismo
directo

Hasta ahora, los mecanismos descritos en la presente revisién
sobre el papel del PO43~ en la patogenia del HPTS han sido de
tipo indirecto (disminucién del calcio iénico, disminucién en
la sintesis de calcitriol o la hiporrespuesta multifactorial a las
acciones de la PTH en la ERC). Es bien conocido que tanto la
disminucién de la concentracién de calcio extracelular como
la disminucién de los niveles de calcitriol tienen un efecto
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directo estimulador de la sintesis de PTH y la proliferacién
de las células paratiroideas, mediado a través de sus respec-
tivos receptores (el receptor sensor de calcio [RSCa] y el de la
vitamina D [RVD])?'*. De hecho, Sherwood et al.>* no consi-
guieron encontrar evidencias de un efecto directo del PO43~ en
la regulacién de la PTH in vivo.

Sin embargo, Lépez-Hilker et al.*®, en otro trabajo experi-
mental en perros con ERC sujetos a una restriccién de PO43~
y calcio para evitar la hipercalcemia, observaron que el nivel
sérico de PTH descendié aun sin cambios en el calcio y cal-
citriol. Estos hallazgos sugerian que el control del HPTS era
independiente de los niveles plasmaticos de calcio y calci-
triol. Afos més tarde, en un modelo experimental en ratas, Yi
et al.’’, también observaron datos consistentes de la existen-
cia de mecanismos independientes de calcio y calcitriol y, por
tanto, de un posible efecto directo del PO43~ sobre la funcién
paratiroidea.

Por otra parte, siendo dificil soslayar el efecto directo del
calcitriol en la disminucién de la sintesis y secrecién de PTH
cuando se prescribe una dieta baja en PO43", Kilav et al.®
también demostraron que ratas deficientes en vitamina D de
segunda generacién, alimentadas con una dieta baja en PO43~
y calcio, presentaban hipofosfatemia asociada a niveles bajos
de ARNm de PTH en ausencia de hipercalcemia o aumento
de niveles de calcitriol, sugiriendo un efecto no transcripcio-
nal del PO,4%", a diferencia de los efectos directos del calcitriol
disminuyendo la transcripcién del gen de la pre-pro-PTH.
Posteriormente se ha demostrado que este efecto no transcrip-
cional del PO43~ es en realidad postranscripcional, implicando la
unién de proteinas transactivantes (proteinas que actdan en
trans o adenosine-uridine-rich binding factor [AUF1]) a domi-
nios cis (elemento cis) ubicados en la regién 3’ no traducida
del ARNm de la PTH, orquestadas por la isomerasa Pin1, indu-
ciendo en ultimo término un aumento de la estabilidad del
ARNm de PTH?%42,

Finalmente, Hernandez et al.** también habian descrito en
un trabajo preliminar los efectos de una dieta alta en PO43~ en
un modelo de rata in vivo y encontraron, respecto a las ratas
que ingirieron una dieta estdndar en PO43", un incremento
significativo de los niveles de PTH asociado a un rapido incre-
mento de la expresién del ARNm de PTH sin afectar los niveles
de calcio o calcitriol. Como demostraron posteriormente, esta
observacién no se acompanaba de modificaciones en la expre-
sién del RVD o del RSCa**"*°, sugiriendo que una carga oral de
PO43~ podria estimular directamente la sintesis de PTH y que
no era mediada por una menor expresién de los receptores de
calcio o calcitriol.

De este modo y empleando un modelo experimental
completamente original, basado en el mantenimiento de la
integridad estructural de la glandula paratiroidea, un grupo
espanol liderado por el doctor M. Rodriguez describié por pri-
mera vez in vitro y de un modo indudable el efecto directo
del PO43~ sobre la secrecién de PTH (IX Congreso Latinoa-
mericano de Nefrologia en San Juan de Puerto Rico, octubre
20-23, [1994] y el Xlllth International Congress of Nephrology
en Madrid, julio 2-6, [1995]). Asi, Almadén et al.’® publicaron
en 1996 su trabajo en el que usaron glandulas paratiroides
integras frescas de rata que fueron incubadas con diferentes
concentraciones de PO43~ (1,2,3, y 4mM) y subsecuentemente
fueron expuestas a diferentes concentraciones de calcio en

un rango de 0,4 a 1,35mM. Los autores observaron que, con
una concentracién de calcio de 1,25 mM, la secrecién de PTH
fue similar con las concentraciones de PO43~ de 1y 2mM,; sin
embargo, concentraciones de PO43~ de 3 y 4mM produjeron
un aumento en la secrecién de PTH tres a cuatro veces mayor,
respectivamente, en comparacién al PO43~ 1mM (fig. 3). Asi-
mismo, mientras que las concentraciones de 1 o 2mM de
PO43~ con incremento en la concentracién de calcio de 0,6 a
1,35 mM redujeron la secrecién de PTH al 37%, en PO43~ 4mM
el mismo aumento de la concentracién de calcio solo inhibié
la secrecién de PTH al 75% (fig. 3). Esta demostracién pio-
nera del rol esencial de la integridad estructural de la glandula
paratiroidea y de mantener los contactos célula-célula consti-
tuy6 un punto de partida fundamental para acelerar el avance
del conocimiento del impacto del PO43~ en la patogénesis del
HPTS en laboratorios de todo el mundo. De hecho hasta enton-
ces, con el mismo objetivo de evaluar el posible efecto directo
del PO43~ en la funcién paratiroidea, los estudios in vitro utili-
zaban células paratiroideas dispersas, con menos respuesta a
cambios en el calcio extracelular que las glandulas paratiroi-
des intactas de Almadén et al.’®, debido a la disminucién de
la expresién del RSCa*®.

En dicho estudio seminal de Almadén et al.!3, los auto-
res también abordaron el estudio de los mecanismos de
senalizacién intracelular que mediaban el efecto directo del
PO43~ sobre la secrecién de PTH. Asi, la adicién de 4cido ara-
quidoénico (AA, sustrato que inhibe la via de sefial intracelular),
al medio de incubacién de PO43~ 4mM y calcio 1,35 mM redujo
la secrecién de PTH al 34,5%. La conclusién del estudio fue
pues que en este modelo que usaba glandulas paratiroideas
integras frescas de rata, la elevacién de PO43~ in vitro aumen-
taba directamente la secrecién de PTH actuando a través de la
via de la fosfolipasa A2 (PLA2)-AA.

Posteriormente, también demostraron in vitro que, en glan-
dulas de pacientes con HPTS severo, la secrecién de PTH
aumenté en respuesta al PO43~ 3 y 4mM en comparacién a
2mM a pesar de la presencia de una alta concentracién de
calcio en el medio, lo que se acompanaba de un aumento
de los niveles de pre-pro-PTHY . Asimismo, este mismo grupo
demostré cémo una elevacién aguda de PO43~ sérico sin cam-
bios en la concentracién de calcio iénico estimuléd también la
secrecién de PTH in vivo*8, el efecto de elevadas concentracio-
nes de PO43~ en la produccién de AA en tejido paratiroideo
in vitro®®, la regulacién de la produccién de AA por el calcio
intracelular™®, evidenciando que la estimulacién de la secre-
cién de PTH por niveles de PO43~ elevados podia prevenirse
aumentando los niveles de calcio intracelular. Asimismo revi-
saron la importancia del AA y la via fosfolipasa A (2)-AA como
mediadora de respuestas en la gldndula paratiroidea®'. Ade-
mas, se demostrd que el mantenimiento de niveles elevados
de PO43~ sérico durante la construccién de curvas calcio-PTH
en hemodidlisis (utilizando un liquido de diélisis con alto con-
tenido o libre de PO43~) previno en parte la inhibicién de la
secrecién de PTH por el calcio (normal o elevado)®?.

Por otra parte, desde el laboratorio de Slatopolsky et al. (J of
Investigative Medicine, abril [1995]), usando el mismo modelo
experimental de gldndulas paratiroideas intactas de Almadén
et al.’®, se publicé en este mismo afio 1996 el efecto del PO43~
en la dieta sobre los niveles de PTH, ARNm de la PTH y la
hiperplasia paratiroidea en ratas urémicas y normales®3. Los
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Figura 3 - Representacién teérica del modelo usado por Almadén et al.’® para la demostracién del efecto directo del fésforo
(P), independiente del calcio (Ca), sobre la estimulacion de la secrecion de hormona paratiroidea (PTH) en la glandula

paratiroidea. Las glandulas fueron incubadas durante 1 hora en concentracién de calcio de 1,25 mM y concentracién
variable de fésforo de 1,2,3 y 4mM.
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autores observaron que el peso de las glandulas y la PTH sérica
fueron similares en ambos grupos expuestos a una dieta baja
en PO43~ (0,2%), pero hubo un aumento significativo de la PTH
sérica, peso y ADN de las glandulas paratiroideas procedentes
de las ratas urémicas alimentadas con una dieta alta en PO,3~
(0,8%) comparadas con ratas urémicas alimentadas con dieta
baja en PO43~. Adicionalmente observaron que el efecto esti-
mulador del PO43~ extracelular sobre la produccién de PTH no
se produjo cuando la sintesis de proteinas fue inhibida con
cicloheximida, sugiriendo que la accién del PO43~ en las célu-
las paratiroideas requeria de sintesis proteica. Asimismo, la
tasa de crecimiento de las células paratiroideas fue indepen-
diente de los niveles de calcio y calcitriol. Previamente, Denda
et al.>* ya habian demostrado que el efecto del PO43~ sobre el
crecimiento de las glandulas paratiroideas era muy rapido en
ratas urémicas, tras dos meses de la induccién de insuficiencia
renal, y que el 90% del crecimiento ocurria durante los prime-
ros tres dias, potencialmente atribuido a la participacién de
protooncogenes como c-fos, c-jun y PRAD-1.

Curiosamente en el mismo ano, reconociendo los traba-
jos de los dos grupos liderados por los doctores Rodriguez y
Slatopolsky, y con el mismo objetivo de investigar el efecto
directo del PO43~ sobre las células paratiroideas in vitro, Kjae-
rulff et al. del grupo danés del Dr Olgaard®®, utilizaron dos
tipos de preparaciones de tejido paratiroideo bovino: células
paratiroideas dispersas y cortes de tejido paratiroideo, ambas
incubadas durante cuatro h en un medio normal (1,0mM) o
alto en PO43~ (3,5mM) y observaron un incremento significa-
tivo de la liberacién de PTH en los cortes de tejido paratiroideo
incubados en medio alto en PO43~ pero no en la preparacién
con células dispersas, sin observarse cambios en el «set-point»
de calcio. El grado de estimulacién de la liberacién de PTH con
medio alto en PO,43~ fue significativamente mayor comparado
con un medio bajo en calcio (0,8 mM), un 172% por encima del
valor basal (1,0mM de PO437) y un 139% por encima en un
medio con un nivel elevado de calcio (1,8%). Sus resultados
también demostraron que el PO43~ estimula directamente la
liberacién de PTH en cortes de glandulas paratiroideas bovinas
y no en preparaciones de células dispersas, lo que confirmé
que el mantenimiento de una arquitectura normal en las para-
tiroides era esencial para reproducir el efecto estimulador de
la elevacién del PO43~ en la secrecién de PTH.

Efecto del fosforo sobre las glandulas
paratiroides

En condiciones normales, las células paratiroideas estan en
estado quiescente, raramente entran en mitosis; sin embargo,
es bien conocido que en la ERC varios factores como la hipo-
calcemia y el déficit de calcitriol, inducen el crecimiento de las
glandulas paratiroides, estimulando la proliferacién de células
paratiroideas, inicialmente a expensas de hiperplasia celular
y, consecuentemente, la sintesis y secrecién de PTH>, Ya
hemos mencionado que una dieta alta en PO, ya sea por
mecanismos directos o indirectos, promovia el crecimiento de
las paratiroides desde etapas tempranas tal y como lo demos-
traron Denda et al. en estudios experimentales en ratas>.
Por el contrario, también se demostrd que una dieta baja en
PO43~ yla administracién de calcitriol prevenian la hiperplasia

inducida por la uremia y la secrecién de PTH. Asi, Dusso et al.t0
demostraron en ratas urémicas que una dieta baja en PO43~
fue capaz de prevenir la hiperplasia de las glandulas paratiroi-
des a través de un aumento de la proteina y el ARNm de p21 en
tejido paratiroideo. La proteina codificada por el gen p21 es un
inhibidor de las kinasas dependientes de ciclinas (complejos
Cdk) y, por lo tanto, un regulador del ciclo celular. Asimismo,
se demostr6 en este estudio que una dieta alta en PO43~
indujo la expresién del factor de crecimiento transformante-«
(TGF-a) como senal autocrina que estimulaba el crecimiento
de las paratiroides. Tales elevaciones de TGF-a en la glan-
dula paratiroidea inducidas por dietas hiperfosfatemiantes
y la consecuente activaciéon del receptor del factor de cre-
cimiento epidérmico (EGFR por su acrénimo inglés) fueron
identificadas como el factor determinante de las disminucio-
nes del RVD y el origen de la resistencia al control del HPTS
con el calcitriol o sus anélogos con el avance de la ERC®!. Es
importante también resaltar que, a medida que progresa la
ERC, no solo disminuye la expresién del RVD sino también la
expresion del RSCa y del receptor del factor de crecimiento
fibrobléastico 23 (FGF23-FGFR) durante su evolucién desde la
hiperplasia difusa a hiperplasia nodular®®. Més recientemente,
también se demostrd que una alta demanda de secrecién de
PTH, promovida bien por una dieta muy rica en PO43~ o pobre
en calcio, inducia diferentes patrones de hiperplasia parati-
roidea en ausencia de uremia, una situacién que podria ser
importante en estadios precoces de ERC®?,

Es también interesante destacar en este punto que la
regulacién de la PTH por el PO43~ implica también ciertos
micro-ARN (miARN)®364. Los miARN son ARN pequefios no
codificantes con funciones vitales en la homeostasis y el des-
arrollo del organismo y sabemos que la enzima Dicer esta
involucrada en la etapa final del procesamiento de los miARN.
En este sentido, por ejemplo, hemos aprendido recientemente
que los ratones knockout especificos de Dicer en las células
paratiroides (PT-Dicer -/-) tienen niveles séricos normales de
PTH, pero no pueden aumentar la PTH en hipocalcemia o
insuficiencia renal, a diferencia de los controles®®. También,
ademas de modular la secrecién de PTH, los miARN son esen-
ciales para mantener intactas las glandulas paratiroides. Los
ratones sin gen Dicer no expresan miARN en las células para-
tiroideas y pierden sus glandulas paratiroides después del
nacimiento. Esto indica que los miARN no son esenciales
para el desarrollo embrionario de las glandulas paratiroides,
sino més bien para su integridad durante el periodo posna-
tal. En ausencia de glandulas paratiroides, los ratones adultos
PT-Dicer -/-, una fuente adicional de PTH, distinta de las célu-
las tiroideas o del timo, contribuye al mantenimiento de la
concentraciéon sérica normal de PTH, pero no puede ser esti-
mulada por hipocalcemia o estado urémico®.

Otros aspectos relacionados con la sobrecarga
de fésforo en la enfermedad renal crénica

No es el propésito de este articulo revisar toda la compleja
fisiopatologia del HPTS sino, como se ha mencionado, conme-
morar los 25 anos del importante descubrimiento del efecto
directo del PO43~ sobre la glandula paratiroides, en la que
tuvieron un papel tan relevante investigadores espafioles’>>3,
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Sin embargo, si es necesario mencionar la importancia del
descubrimiento de una fostatonina, el factor de crecimiento
fibroblastico 23 (FGF23)°>%¢, una hormona producida por los
osteocitos y cuya produccién es estimulada principalmente
por la sobrecarga de PO43", entre otros factores®” %8, Hoy sabe-
mos que su elevacién se produce desde estadios precoces
de la ERC, incluso antes de la elevacién de la PTH sérica, la
cual también estimula a su vez la produccién de FGF23%°71,
Como fosfatonina, el FGF23 tiene una accién no solo fosfatu-
rica al inhibir la expresién de los canales Na-Pi 2a y 2c a nivel
tubular renal (disminuyendo la reabsorcién tubular de PO43-
y aumentando asi su excrecién urinaria) sino que también
inhibe la 1a-hidroxilasa (CYP27B1) renal (responsable de la sin-
tesis de calcitriol) como estimula la 24-hidroxilasa (CYP24A1)
(aumentando su catabolismo)®®7°. Este nuevo mecanismo de
contrarregulacién de la sobrecarga de PO43~ nos permite
revisitar la ya antigua, pero aun vigente, hipétesis del «trade-
off »17217072 y 1a importancia del PO43~ en la patogenia del
HPTS en la ERC, al aportar un nuevo mediador anteriormente
desconocido. Este incremento de FGF23, a su vez, se explica
al menos en parte asociado a la menor expresién de su corre-
ceptor Klotho, necesario para ejercer su accién en los tejidos
diana (paratiroideo, vascular, cerebral, tubular renal) demos-
trados en varios estudios y que, en el caso del tejido renal,
produciria a su vez resistencia a la accién del FGF2373. Como ya
es conocido ahora, la accién del FGF23 esta mediada normal-
mente por una afinidad canénica entre su receptor FGFR y su
correceptor Klotho'®’#, de modo que al disminuir la produc-
cién de Klotho y/o la expresién del FGFR como consecuencia de
la ERC7379, se producird otra hiporrespuesta hormonal (resis-
tencia) que se une a la de la PTH u otras hormonas como la
insulina o la hormona del crecimiento®. Esta hiporrespuesta
al FGF23 conducira a un aumento adicional de los niveles de
FGF23 necesarios para ejercer su accién adaptativa fosfatirica
en presencia de ERC y/o sobrecarga de fésforo, pero con efec-
tos deletéreos secundarios (como otro «trade-off», en este caso
a expensas de FGF23)°%7377-7% De hecho, tanto la disminucién
de Klotho como el aumento de FGF23 propios de la ERC han
sido claramente asociados con el envejecimiento acelerado
y la desproporcionadamente alta mortalidad de los pacien-
tes con ERC, especialmente en sus estadios avanzados o en
dialisis?1980 convirtiendo la ERC en un desafortunado modelo
experimental humano de senescencia®’. De este modo, la
retencién intra- y extracelular de PO43~ constituye uno de los
estimulos principales para la sintesis y secrecién de ambas
hormonas (PTH y FGF23), ya sea de forma directa e indirecta,
con el fin de aumentar la fosfaturia, entre otros efectos. Por
otra parte, PTH y FGF23 actian de manera competitiva en
la regulacién enzimdtica de la produccién y catabolismo de
la vitamina D. Esta interrelacién hormonal compleja se exa-
cerba con la disminucién progresiva del parénquima renal al
progresar la ERC. Adicionalmente, la reduccién secundaria de
klotho, el aumento de PO43~ y el incremento de FGF23, actdan
como estimulos proinflamatorios, siendo elementos clave en
el estado inflamatorio consustancial a la ERC e involucrado
en multiples efectos deletéreos asociados a la pérdida de la
funcién renal (desarrollo de anemia y resistencia a la acciéon
de los agentes estimulantes de la eritropoyesis, aparicién de
un sindrome de malnutricién proteico-energética, disfuncién

endotelial), asi como a las calcificaciones y aterosclerosis pre-
coces y aceleradas®’-83,

Corolario

En condiciones normales, la homeostasis del PO43~ extracelu-
lar estd coordinada entre la absorcién intestinal, la excrecién
renal, asi como su entrada y salida del hueso®:. Tanto las
glandulas paratiroides como el hueso detectan el aumento
de PO43~ extracelular respondiendo a través de un incre-
mento en los niveles de PTH y FGF23, respectivamente, con
el propésito de aumentar la fosfaturia; sin embargo, el meca-
nismo molecular intrinseco es desconocido a diferencia de lo
que ocurre con las interacciones del calcio o los calcimimé-
ticos con el RSCa, la vitamina D con el RVD e incluso con el
FGF23 y su propio receptor®>465975, Durante muchos afios se
ha intentado encontrar el receptor del PO43~ en la glandula
paratiroides para intentar explicar su efecto directo, postu-
landose incluso la posibilidad de la existencia de un canal
transportador.

No ha sido hasta recientemente que se ha demostrado la
importancia del RSCa en este papel. Este receptor se encuen-
tra en la superficie de las membranas de multiples células
y pertenece a la familia de proteinas denominadas recep-
tores acoplados a proteinas G. Ya era sabido también que
los calcimiméticos podian superar el efecto estimulador de
la elevacién de PO43~ sobre la secrecién de PTH in vitro e
in vivo®>. Recientemente, Geng et al.?® usaron una técnica
de cristalografia de rayos X, para estudiar la estructura tri-
dimensional del dominio exterior del RSCa en estado activo
y en reposo. Se observé que los iones de calcio son los prin-
cipales activadores del RSCa pero requiere de la fijacién de
aminodcidos en su forma activa. Asimismo, se detectd que
el dominio extracelular del RSCa tenia cuatro puntos de fija-
cién de aniones multivalentes ocupados por el PO43~ y SO42-
y que los iones PO43~
promoviendo asi la secrecién de PTH. Por otra parte, Centeno
et al.?’, recientemente mostraron en modelos experimentales
murinos que el aumento de PO43~ en concentraciones fisio-
patolégicas para la ERC inhibe la actividad del RSCa de forma
antagdénica no competitiva. De este modo, estos resultados nos
muestran finalmente que el RSCa es un sensor también del
PO43", explicando el mecanismo intrinseco por el que el PO43~
estimula directamente la secrecién de PTH y proporciona un
mecanismo por el cual las concentraciones elevadas de PO43~
pueden ejercer efectos directos en los tejidos que expresan el
RSCa.

Enresumen, la sobrecarga de PO43~ conduce a la activacién
de diversos mecanismos, directos e indirectos, encaminados
a mantener su homeostasis®. La presencia de ERC no hace
sino crear al menos dos circulos viciosos en lo que al com-
plejo CKD-MBD se refiere (aumento de PTH y de FGF23), con
sus efectos deletéreos sistémicos (doble «trade-off» que no solo
afecta al hueso sino también al sistema cardiovascular)"%8,
en un intento de normalizar el metabolismo mineral. Con la
progresién de la ERC, la acumulacién de PO43~ (y por ende la
importancia de la restriccién de las fuentes de PO43~ funda-
mentalmente inorganico para prevenir el desarrollo de HPTS),

mantenian estable la forma inactiva,
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ya sea a través del estimulo del FGF23, la inhibicién de la sinte-
sis de calcitriol, la hipocalcemia resultante, su efecto negativo
sobre la respuesta calcémica a la accién de la PTH o la estabili-
zacién de la forma inactiva del RSCa, claramente bloquea todos
los mecanismos conocidos de contrarregulacién diseniados
para mantener la homeostasis del metabolismo mineral en
situaciones de salud. Adema4s, esta acumulacién de PO43~
contribuye directamente a producir efectos claramente noci-
vos mediados por multiples mecanismos que inciden sobre el
sistema cardiovascular o el propio rinén'-%128%-92 y que pare-
cen explicar la importantisima asociacién de la sobrecarga de
PO43~ sobre la morbimortalidad, especialmente en pacientes
con ERC.
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