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RESUMEN

El conocimiento preciso de la homeostasis del fosfato es necesario, ya que el fosfato
inorgdnico (Pi) es parte constituyente de las membranas celulares, acidos nucleicos y
huesos y regula multiples procesos como la sefializacién celular o el metabolismo

energético. Por ello esta tesis ha intentado abordar los siguientes objetivos.

En primer lugar, el control de la homeostasis del Pi se lleva a cabo por mecanismos
tanto hormonales como no hormonales que se han estudiado mediante adaptaciones
cronicas y cambios agudos a las concentraciones de Pi en la dieta en ratas. La hormona
paratiroidea (PTH) se muestra como uno de los agentes principales en la regulacién del
transporte de Pi renal sobre todo frente a cambios agudos en la concentracidn de Pi,
pero carece de efecto sobre la absorcion intestinal que se mantiene regulada en su

ausencia, asi como la expresion de NaPi-llb.

En segundo lugar, cuando la homeostasis del Pi se altera tanto por defecto
(hipofosfatemia) como por exceso (hiperfosfatemia) puede suponer graves trastornos
para el organismo. Mds concretamente la hipofosfatemia tiene como resultado una
marcada bicarbonaturia de la cual se desconocen sus causas. Por ello se ha estudiado la
posible implicacion del intercambiador NHE3 en la privacion de Pi en células OK-P y en
ratas alimentadas con una dieta de 0,1% de Pi. Los resultados indican una posible
disminucion de la actividad de NHE3 en células OK-P con un aumento de su fosforilacién
en Serina-552 tanto en OK-P como en ratas adaptadas durante 1 semana a 0,1% de Pi.
Sin embargo, a 8 semanas dicho efecto desaparece y se produce una marcada

remodelacidn dsea en respuesta a una privacion de Pi prolongada.

Por otro lado, la toxicidad derivada de la hiperfosfatemia hace imprescindible la
busqueda y caracterizacidén de inhibidores especificos del transporte de Pi como por
ejemplo NAD, cuyo mecanismo de accién permanece siendo una incégnita. En BBMV de
corteza renal y yeyuno se observa inhibicidon del transporte de Pi Unicamente cuando
son preincubadas con NAD* y NADH tanto a temperatura ambiente como a 4°C con un
mecanismo de inhibicién de tipo competitivo. Sin embargo, dicha inhibicién en el

transporte de Pi no se reproduce en ovocitos que expresan los transportadores



conocidos de Pi. Ademas, el uso de furosemida en ovocitos que expresan la familia Slc34
causa inhibicién del transporte de Pi e incluso su administracion en ratas produce
aumento en la excrecién renal de Pi, por lo que abre nuevas posibilidades en su

utilizacion.

Para finalizar, existen todavia multiples incognitas respecto a la identidad molecular
de algunos de los transportadores implicados en el transporte de Pi sobretodo en la
absorcion intestinal y en la membrana basolateral de las células. Por ello en este ultimo
estudio sobre la identificacidn de nuevos transportadores de Pi se ha utilizado el sistema
de expresion heterdloga en ovocitos de Xenopus laevis. Los resultados obtenidos en
ovocitos indican la posibilidad de que Slc4al actie como un canal de salida de Pi, aunque
no se ha podido desentrafiar su relevancia in vivo, ya que no se han encontrado cambios

en su expresion en ratas adaptadas a diferentes concentraciones de Pi en la dieta.
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1. HOMEOSTASIS DEL FOSFATO

El fésforo es un elemento esencial en la formacion y estructura de los huesos y un
compuesto limitante en multiples procesos metabdlicos. En los sistemas bioldgicos, el
féosforo se encuentra en forma de fosfato, siendo el anién mas abundante en el
organismo. En humanos, el 85% del fosfato total se encuentra en hueso y dientes, el
14% en tejidos blandos y menos del 1% en el espacio extracelular, siendo esencial el
mantenimiento de concentraciones de fosfato fisiolégicas en este Ultimo

compartimento.

En el plasma, el fosfato estd presente principalmente como fosfato inorganico (Pi)
en forma de iones solubles, HPO4* y H,POs que se encuentran en equilibrio pH
dependiente (pK.=6,8). Por lo tanto, a pH 7.4 la proporcién entre HPO4? y HoPO4™ es de
4:1. En condiciones normales, la concentracion de Pi en plasma es de 2,56-4,26 mg/dI
de manera que hablaremos de hiperfosfatemia o hipofosfatemia si se ve aumentada o

disminuida la concentracidn de Pi respectivamente.

La regulacién de la homeostasis del fosfato se mantiene gracias al equilibrio entre
la absorcidn intestinal, la excrecion renal y la movilizaciéon ésea. En un adulto con
balance metabdlico cero, la cantidad de fosfato excretado a través de la orina sera

equivalente a la cantidad absorbida en el intestino (1).
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Figura 11: Homeostasis del fosfato en condiciones fisiolégicas. Imagen modificada de. Fukagawa et
al. (2016).



El aporte diario de fosfato en la dieta en humanos varia entre 800 y 1500 mg, de los
cuales aproximadamente el 65% se absorbe en intestino delgado, mdas concretamente
en yeyuno (2). Las dietas occidentales actuales contienen un alto contenido de fosfato
en forma de aditivos y conservantes facilmente absorbibles, en contraposicion al fosfato
aportado por alimentos de tipo vegetal, en forma de acido fitico, el cual es dificil de
digerir (3). El fosfato es absorbido en el intestino mediante dos mecanismos, una via
transcelular llevada a cabo por transportadores, y una via pasiva paracelular, que
depende del gradiente electroquimico del fosfato en la luz intestinal. El transporte
activo consta de un componente sodio dependiente y otro sodio independiente,
mayoritariamente desconocido tanto en sus caracteristicas funcionales como en los
transportadores implicados. En cuanto a los transportadores sodio dependientes que se
conocen se encuentran NaPi-llb, considerado en la actualidad el principal transportador

de Pi en intestino, Pit-1y Pit-2 (1,3,4).

Tras la absorcién, el Pi es utilizado en el organismo para muchos procesos
biolégicos. Por ejemplo, forma parte de los dcidos nucleicos y del ATP, mantiene la
integridad estructural de la membrana plasmatica (fosfolipidos), esta implicado en el
mantenimiento del pH y en procesos de sefializacion celular mediados por fosforilacion
y ribosilacion. Ademas, el fosfato es utilizado por osteoblastos y osteocitos en la
mineralizacion de la matriz extracelular dsea, ya que es uno de los componentes
necesarios para la formacién de los cristales de hidroxiapatita, siendo el proceso de
remodelacién dsea uno de los factores determinantes en la concentracion de fosfato en

el plasma. (1).

Finalmente, el rifidn es el drgano mas importante en la regulacion de los valores
séricos de Pi. En situaciones normales (ingesta de Pi moderada), el 80% del fosfato
filtrado es reabsorbido en el tubulo contorneado proximal principalmente en el
segmento S1, mediado por los transportadores sodio dependientes, NaPi-lla y NaPi-llc
(2). EI 20% restante es excretado en la orina, aunque existen evidencias que apuntan a
una posible reabsorcion de Pi en tubulo contorneado distal en situaciones de privacién

de Pi (5).



2. TRANSPORTADORES DE FOSFATO SODIO DEPENDIENTES

Existen tres familias de transportadores sodio dependientes, aunque solo dos de
ellas han sido reconocidas como funcionales: los de tipo Il y tipo Ill. Los transportadores
de tipo | (familia Slc17) presentan cotransporte Na*/Pi en ovocitos, pero in vivo su

funcidn reside en el transporte dependiente de cloro y aniones organicos como el urato

(6).
2. 1. FAMILIA SLC34 (TIPO II)

La familia Slc34 cuenta con tres isoformas (NaPi-lla (SLC34A1), NaPi-llb (SLC34A2) y
NaPi-llc (SLC34A3)) que presentan preferencia por el Pi divalente (HPO4%). Dado que el
pH determina la proporcion de Pi monovalente/divalente, los transportadores tipo |l
incrementan el transporte de Pi cuando aumenta el pH. Ademas, tienen como
caracteristica comun el ser inhibidos competitivamente por el acido fosfonoférmico

(PFA) (7).
2.1.1. NaPi-IIa

La isoforma NaPi-lla se expresa en rifdn, en la membrana apical de borde en cepillo
de las células del tubulo contorneado proximal, predominando en el segmento S1 de las
nefronas yuxtaglomerulares, aunque se extiende a los segmentos S2 y S3. También se
ha detectado expresién de mRNA en cerebro y hueso, pero no se ha confirmado la
presencia de proteina (8,9). NaPi-lla actua como un cotransportador electrogénico cuya
estequiometria Na*-Pi es de 3:1, por lo que traslada una carga positiva neta en cada ciclo

(10).

La importancia de NaPi-lla en la reabsorcién de Pi en los rifiones es manifiesta, en
estudios realizados con ratones carentes en NaPi-lla se estimd que este transportador
es responsable de un 70% del transporte de fosfato en rifidn. Ademads, la ausencia o
mutaciones del mismo producen graves trastornos 6seos y un fenotipo de

hipofosfatemia (11).



2.1.2. NaPi-IIb

Se ha detectado expresion de mRNA de NaPi-llb en diversos drganos incluidos
pulmones, intestino delgado, glandulas salivares, glandula mamaria y utero (12).
Aunque la mayor importancia reside en intestino delgado, donde se ha detectado en la

membrana de borde en cepillo de los enterocitos (13).

De la misma forma que NaPi-lla, NaPi-llb también es un cotransportador
electrogénico con una estequiometria 3:1 (Figura 12) (10). Ademads, tanto NaPi-lla como
NaPi-llb en ausencia de Pi modifican su modo de transporte causando una fuga de Na*,
dependiente del gradiente electroquimico, con una estequiometria probable de 1 ion

de Na* (14,15).

La importancia de NaPi-llb en la homeostasis del Pi recae en la absorcion intestinal
de Pi. Sin embargo, el ratén knock-out de NaPi-llb no presenta hipofosfatemia ya que la
reabsorcion renal parece compensar el posible descenso en la absorcién intestinal.
Unicamente, se observa descenso en los valores sanguineos del factor de crecimiento
fibroblastico 23 (FGF-23) (16). No obstante, cuando esos ratones carentes de NaPi-llb
fueron adaptados a una concentracién de Pi reducida en el pienso, si que disminuye la
concentracién de Pi en plasma (17). Por lo tanto, NaPi-lIb tendria una mayor relevancia

cuando se reduce la ingesta de Pi.
2.1.3. NaPi-Ilc

La expresion de NaPi-lic estd circunscrita a rifidn, donde se encuentra en la
membrana apical de borde en cepillo de las células del tubulo contorneado proximal,
mas concretamente en el segmento S1 de las nefronas yuxtaglomerulares. Aunque a

diferencia de NaPi-lla, no se localiza en otros segmentos del tubulo proximal (S2 y S3)

(8).

NaPi-lic difiere en su cinética, ya que es electroneutro, incorporando 2 Na* por cada
HPO4% que transporta (18). Ademas no presenta la fuga de Na* descrita en las dos
isoformas anteriores, ya que el ion de Na* que se une inicialmente, no es transportado
al interior de la célula debido a la ausencia en su secuencia peptidica del dcido aspartico,

gue actla como una carga intrinseca negativa en NaPi-lla y NaPi-llb (19).



Aunque el papel principal en la reabsorcion del Pi en el rifdn recae sobre NaPi-lla,
la funcion de NaPi-lic sigue siendo relevante ya que mutaciones que alteran su
funcionalidad repercuten en la homeostasis del Pi causando entre otros sintomas

hipofosfatemia (20).
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Figura 12: Mecanismo de transporte de NaPi-lla, NaPi-1lb y NaPi-llc. Imagen modificada de Biber et
al. (2013).

2. 2. FAMILIA SLC20 (TIPO III)

La familia Slc20 tiene 2 isoformas (Pit-1 (SLC20A1) y Pit-2 (SLC20A2)), que a
diferencia de los transportadores tipo Il presentan preferencia por el Pi monovalente
(H2PO4") como sustrato. Por lo tanto, su actividad también se vera condicionada por el
pH, aumentando a pH dacido, cuando la funcién de los transportadores Slc34 se ve
comprometida. En cuanto a su cinética son electrogénicos, transportando dos Na* por
cada H,PO4 (Figura I3). Ademas, se diferencian de los transportadores de tipo Il en que

no son inhibidos competitivamente por PFA (21).
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Figura I13: Mecanismo de transporte de Pit-1 y Pit-2. Imagen modificada de Biber et al. (2013).



Tanto Pit-1 como Pit-2 tienen una expresidon ubicua, es decir, se encuentran en
multiples 6rganos y tejidos. En cuanto a su funcién o relevancia no parece estar muy
clara. Respecto a la homeostasis del fosfato, existe expresidon en la membrana apical de
borde en cepillo de enterocitos (Pit-1y Pit-2) y en el epitelio del tubulo proximal (Pit-2).
En este ultimo, la expresion de Pit-2 en ratas se encuentra regulada por el contenido de

Pi en la dieta (22,23), lo que puede indicar cierta repercusion en la reabsorcion del Pi.

Ademds, Pit-1 ha sido asociado a multiples procesos como la osificacion
endocondral (24), la secrecion de la hormona paratiroidea (25) o la calcificacion vascular
(26). Aunque cabe afadir que el transporte de Pi por Pit-1 se encuentra ya saturado en
condiciones fisioldgicas en las células del musculo liso vascular (27), por lo cual seria de
escasa relevancia en la calcificacion vascular mediada por hiperfosfatemia ya que no

estaria transportando una mayor cantidad de Pi al interior de las células.

3. FACTORES DE REGULACION DEL FOSFATO

La homeostasis del fosfato estd controlada por una serie de mecanismos
neuroendocrinos (hormona paratiroidea, fosfatoninas, vitamina Ds, etc.) que acttan
sobre el intestino, hueso y rifidn de forma simultanea y que a su vez pueden estar

interrelacionados entre si, estimuldndose e inhibiéndose.

7 1,25(0H),0 > FGF23

Figural4: Esquema de las interacciones entre los principales factores de regulacién de la homeostasis
del fosfato, que incluyen a la hormona paratiroidea (PTH), FGF-23 y vitamina Ds. Imagen modificada
de Tally et al. (2009).

3. 1. APORTE DE FOSFATO EN LA DIETA

El aporte de Pi en la dieta supone el principal factor de regulacion de la homeostasis
del fosfato. La disminucién en el aporte de fosfato en la dieta produce un rapido

incremento (en minutos) de la reabsorciéon renal de Pi, mediado por un aumento en la

10



expresion de NaPi-lla, seguido de NaPi-lic y Pit-2 en la membrana apical de las células
del tubulo contorneado proximal (22,28,29). De la misma manera, un aumento en la
concentracién de Pi en la dieta supone una disminucion en la reabsorcién renal de Pi,

disminuyendo la expresién de NaPi-lla, NaPi-llc y Pit-2 (22,30).

En concreto, estos cambios se deben a la redistribucion de dichos transportadores.
Con alta ingesta de fosfato, NaPi-lla es internalizado y degradado por lisosomas,
mientras que NaPi-llc se acumula en la zona subapical por lo que puede ser parcialmente
reciclado (31). De la misma manera, en respuesta a baja ingesta de fosfato se produce
la salida de NaPi-lla y NaPi-lic a la superficie de la membrana apical, mediada por los
microtubulos (32). Ademads, los cambios prolongados (de al menos horas) en la
concentraciéon de Pi en la dieta modifican la transcripcion y traduccion de los
transportadores de la familia Slc34. Sin embargo, las adaptaciones rapidas a distintas

concentraciones de Pi en la dieta no suponen alteraciones en la expresion de RNA (33).

Respecto a la absorcidn intestinal de fosfato, se ha demostrado que con adaptacién
cronica a baja ingesta de fosfato se produce un aumento en la absorcién intestinal de Pi

y aumento en la expresion de NaPi-llb en intestino, tanto mRNA como proteina (34,35).

Ademds, la adaptacién a las diferentes concentraciones de fosfato en la dieta, ya
sean agudas o crodnicas, va acompafiada por una serie de cambios en la concentracién
de diferentes hormonas y factores. Por ejemplo, con alta ingesta de fosfato se estimulan
la produccién de hormona paratiroidea (36), factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF-
23) (37) y de la fosfoglicoproteina de matriz extracelular (MEPE) (38). Ademds,
variaciones de Pi en plasma son capaces de modificar la concentracién sanguinea de la

vitamina D3 (39).

3.2. HORMONA PARATIROIDEA

La hormona paratiroidea (PTH) es secretada por la glandula paratiroidea y regulada
principalmente por la concentracién sanguinea de calcio, aunque también puede ser
regulada directamente por los valores de Pi en sangre (36). Principalmente, actta sobre
los receptores PTH1R que se encuentran en el hueso y en las células del tubulo renal. El

efecto neto de las acciones de PTH en rifidn y hueso tiene como resultado el aumento
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de la concentracidon sanguinea de calcio y la disminucidn de la concentracion sérica de

fosfato.

En tejido 6seo, la administracién crénica de PTH produce un aumento en la
resorcidon dsea ya que estimula la produccién del ligando del receptor activador del
factor nuclear kB (RANKL) por osteoblastos, que tiene como consecuencia el incremento
del nimero de osteoclastos y de su actividad (40). Sin embargo, también puede
aumentar el numero de osteoblastos y la formacion désea al inhibir la produccién de
esclerostina en osteocitos (41) y la administracién intermitente de PTH provoca
anabolismo éseo y aumento de osteoblastos (42). En resumen, PTH produce un
aumento de la remodelacién ésea que puede resultar en una ganancia o pérdida de

masa osea dependiendo del equilibrio entre resorcién y formacion.

En cuanto al efecto sobre la regulacidon renal, PTH produce el aumento de la
reabsorcion renal de calcio, efecto contrario al que produce sobre la homeostasis del Pi
donde ocasiona la disminucion de la reabsorcidn renal de Pi mediante la internalizacién
de NaPi-lla, NaPi-lic y Pit-2 en tubulo proximal (30,43,44). A través de los receptores
PTHR1 que se encuentran tanto en la membrana apical como basolateral de las células
tubulares, se produce la activacidn de la via fosfolipasa C/proteina quinasa C (PKC). Sin
embargo, desde los receptores basolaterales puede activar también la via adenilato
ciclasa/proteina quinasa A (PKA) (45). Independientemente de la via de activacion
inicial, parecen tener en comun la activacion de ERK 1/2 (extracellular signal- regulated
protein kinase) como paso previo a la internalizacién de los transportadores (46).
Asimismo, la internalizacién de NaPi-lla en respuesta a PTH requiere como paso final la
fosforilacion de los dominios PDZ de la proteina de interaccion NHERF1 (Na*/H*

exchanger regulatory factor 1) (Figura 15) (47).

Ademas, PTH estimula la sintesis de vitamina D3 mediante el incremento de la
actividad de la enzima 25-hidroxivitamina D-la-hidroxilasa (48) e incrementa la

expresion de la fosfatonina FGF-23 (49).

La PTH tiene un papel muy importante en la adaptacion renal a cambios en la

ingesta de Pi, de manera que en respuesta a incrementos agudos en la concentracion
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de Pi en la dieta se ha descrito el aumento de forma rapida de los valores de PTH
sanguineos (50). Sin embargo, ese aumento de la concentracién de PTH no siempre se
ha visto acompaiiado de un aumento en los valores de FGF-23, fosfatonina a la cual se
le atribuye en determinados estudios una relevancia comparable a PTH en la regulacion

de la reabsorcién renal (50-53).
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Figura I5: Mecanismo de accién por el que PTH internaliza a NaPi-lla y NaPi-llc. Imagen modificada
de Levi et al. (2019).

3. 3. VITAMINA Ds (1,25-(0H)2D3)

La vitamina D3 se origina a partir de 7-dihidrocolesterol y ergosterol en la piel gracias
a la radiacion UV. A continuacién, en el higado sufre la primera hidroxilacién, dando
lugar al 25-hidroxicolecalciferol. Posteriormente en el rifién se produce la segunda
hidroxilacidn, gracias a la enzima 25-hidroxivitamina D-la-hidroxilasa, dando como
resultado la 1,25-hidroxivitamina D3 o también llamada calcitriol, forma activa de la

vitamina D3 a la que se le atribuyen sus efectos en intestino, hueso y rifidn.

El efecto neto de la vitamina Dz es un incremento del calcio y del fosfato sanguineo.
En el caso del calcio, aumenta la absorcion intestinal mediante el incremento de la
expresion del canal TRPV6 y de la Ca?*ATPasa (PMCA) facilitando el transporte
transcelular. Ademas, induce la formacién de nuevos osteoclastos y estimula la actividad
de los ya existentes, lo que produce un aumento en la resorcion ésea, provocando la

movilizacion de calcio y fosfato del hueso (54).
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En cuanto a la homeostasis del fosfato, ha sido ampliamente estudiada y
demostrada la capacidad de la vitamina D3 para aumentar el transporte de Pi en
intestino, en especial de tipo sodio dependiente principalmente debido a un aumento
en la expresion proteica de NaPi-llb en intestino (34,55,56). Por ello se teorizo sobre el
papel de la vitamina D3 y de sus receptores VDR en el aumento en la expresiéon de NaPi-
IIb en respuesta a baja ingesta de fosfato. Sin embargo, estudios recientes muestran que
la adaptacion a dietas con baja concentracién de fosfato esindependiente de la vitamina
D3 (34,35), pese al aumento sanguineo de la misma gracias a la estimulacion de la enzima

25-hidroxivitamina D-1a-hidroxilasa (57).

Aunque la importancia en rifién es menor, se ha demostrado que la administracién
cronica de vitamina Ds produce un descenso en el transporte cortical de Piy reduce la
expresion de NaPi-lla en presencia de PTH (58). En cambio, en otros estudios se observo
que producia un incremento en la reabsorcion de Pi en tubulo proximal (59). Ademas,
animales knock-out para VDR muestran disminucidn de la expresion proteica tanto de
NaPi-lla como de NaPi-llc (34). Por lo tanto, no esta claro el mecanismo de accion directo
y su funcidn en rifldn parece ser mas bien secundaria, ya que su impacto principal viene
determinado por su capacidad para reducir la sintesis y secrecién de PTH (60) y estimular

la sintesis y secrecion de FGF-23 por parte de osteoblastos y osteocitos (61).

3.4. FOSFATONINAS

El término fosfatonina fue introducido para referirse a factores responsables de la
inhibicion de la reabsorcion renal de fosfato capaces de regular a la vitamina Ds,
observados en pacientes con osteomalacia tumoral (62). Varios factores han sido

relacionados con un aumento en la excrecién renal, como FGF-23, sFRP4, FGF-7 y MEPE.
3.4.1. Factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF-23)

La fosfatonina mas estudiada es el factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF-23)
mayoritariamente expresado en hueso. FGF-23 es producido por osteocitos y
osteoblastos y liberado a la circulacién sanguinea, donde se caracteriza por inhibir la

reabsorcion renal de Piy disminuir los valores séricos de vitamina D3 (63).
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Esta fosfatonina actla sobre receptores de tipo FGF tirosina quinasa (FGFR1-4),
aungue en ocasiones precisa de la presencia de la proteina transmembranosa klotho
gue actla como co-receptor, aumentando la afinidad por FGF-23 y facilitando la
activacioén de los receptores. Mientras que FGF-23 puede activar a FGFR3 y a FGFR4 con
independencia de klotho, en el caso de FGFR1 que es su principal receptor endocrino,
necesita la presencia de este (64), de manera que en la mayor parte de situaciones FGF-
23 actua sobre el complejo formado por el co-receptor klotho con las diferentes
isoformas de FGFR (principalmente FGFR1c, FGFR3c y FGFR4) produciendo la activacién
de ERK1y 2 (65—67). Sin embargo, se han descrito otras vias de sefializacién que implican
la activacion de MAPK, de la ruta calcineurina/NFAT (nuclear factor of activated T cells)

y de la fosfolipasa C (64).
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Figura 16: Esquema de las diferentes rutas de sefializacién descritas para FGF-23. Imagen obtenida
de Bergwitz et al. (2020).

Las principales funciones de FGF-23 estdn relacionadas con la homeostasis de Pi,
pero también puede producir aumento de la reabsorcidn de calcio y sodio en el tdbulo
contorneado distal mediante el incremento de la presencia en la membrana apical del
canal de calcio TRPV5 y del cotransportador de Na* /ClI" NCC (68). Asimismo, se ha
descrito su capacidad para producir hipertrofia cardiaca a concentraciones elevadas y

de aumentar la mineralizacidon 6sea mediante el aumento de TNAP (64).
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En cuanto a la homeostasis del Pi, FGF-23 inhibe la reabsorcion renal de Pi a partir
de la disminucién de la expresion de NaPi-lla y NaPi-lic en la membrana apical,
produciendo su internalizacién y redistribucién en las células epiteliales del tubulo
proximal, con independencia de PTH (69-71). Ademas, se asume que realiza dicha
funcion principalmente mediante los FGFR1 dependientes de klotho (65,72). Aunque
klotho se expresa principalmente en la regién distal (73), también podemos encontrarlo
en tubulo proximal donde la activacién de los FGFR1 en presencia de klotho tendria
como resultado la fosforilacion de NHERF1 y, consecuentemente, la internalizacidn y

degradacion de NaPi-lla y NaPi-llc (67,74).

La inhibicidn de la sintesis de la vitamina D3 por parte de FGF-23 se produce gracias
a la reduccion de la expresion de la enzima 25-hidroxivitamina D-1a-hidroxilasa y el
incremento de la enzima catabdlica 25-hidroxivitamina D-24-hidroxilasa (71,75). En
cuanto al mecanismo de accidn, actua sobre receptores FGFR1, FGFR3 y FGFR4 (72),
situacién de la cual se puede deducir que al menos en parte podria actuar con
independencia de klotho. Ademas, FGF-23 inhibe la secrecidon de PTH de forma directa
actuando sobre receptores FGFR1, FGFR3 y FGFR4 presentes en la glandula paratiroidea
(64).

Para finalizar cabe afiadir que hay estudios que han descrito la capacidad de FGF-23
de inhibir el transporte de fosfato sodio dependiente en intestino, al menos en parte

gracias a un descenso en la expresién de NaPi-llb (76,77).

3.4.2. sFRP4 (secreted frizzled related protein-4)

Este inhibidor de la ruta Wnt se encuentra sobreexpresado en osteomalacia tumoral
con aumento en la excrecién renal de Pi (78). Se ha demostrado que sFRP4 desciende
la reabsorcidn de Pi en tubulo proximal y reduce la expresidon de NaPi-lla en la superficie
de las células del tubulo contorneado proximal en rifién de rata (79). Ademas, sFRP4
puede alterar el metabolismo de la vitamina D3 causando un fallo en el incremento de
su concentracion en respuesta a hipofosfatemia. De manera que en ratas tratadas con
sFRP4 de forma crénica se produce hipofosfatemia, pero no el aumento esperado de la

25-hidroxivitamina D-1a-hidroxilasa (80).
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Sin embargo, en un estudio reciente llevado a cabo con ratones transgénicos en los
gue se sobreexpresé sFRP4, se determind la ausencia de variaciones en los valores
normales de Pi en plasma y orina. Los ratones transgénicos Unicamente mostraron
alteraciones en la mineralizacién 6sea (81), por lo que el papel de sFRP4 en la

homeostasis del fosfato es objeto de duda en estos momentos.

3.4.3. Fosfoglicoproteina de matriz extracelular (MEPE)

MEPE fue identificada por primera vez en un paciente con osteomalacia tumoral
gue presentaba entre otros sintomas, un aumento en la excrecion renal de Pi,
hipofosfatemia y alteraciones en la mineralizacion 6sea (82). Mas concretamente, MEPE

se ha relacionado con la inhibicidn de la mineralizacién 6sea (38).

Esta glicoproteina miembro de las SIBLING (Small Integrin-Binding Ligand, N-linked
Glycoprotein) se caracteriza por inhibir la reabsorcién renal de Pi, disminuyendo la
expresion de NaPi-lla, pero no de NaPi-llc. Al contrario que FGF-23 y sFRP4 no inhibe la
sintesis de la vitamina Ds. Ademas, se ha visto que es capaz de inhibir la absorcién

intestinal de Pi con independencia de PTH, FGF-23 y vitamina D3 (83).

3.4.4. Factor de crecimiento fibroblastico 7 (FGF-7)

Es la fosfatonina menos estudiada y al igual que las anteriores se encuentra
sobreexpresada en pacientes con osteomalacia tumoral. FGF-7 es capaz de inhibir el
transporte sodio dependiente en células OK (Opossum Kidney) (84) y mas
recientemente se ha demostrado que inhibe la reabsorcién renal de Pi in vivo (85), pero

se desconoce si FGF-7 estd regulado por la concentracion de fosfato en plasma.

3.5.KLOTHO

Klotho es una proteina transmembranosa expresada principalmente en rifién
(tubulo contorneado distal y en menor medida tubulo contorneado proximal) y glandula
paratiroidea. Posee dos dominios bien diferenciados, una fraccion transmembranosa y
una fraccidn extracelular, constituida a su vez por dos dominios (KL1 y KL2). En cuanto a

su funcionalidad, el ratdn knock-out de klotho muestra un sindrome de envejecimiento
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prematuro acompanado de osteopenia, calcificaciones vasculares y ectdpicas,

hiperfosfatemia e hipervitaminosis D3, entre otros sintomas (73).

Como ya se ha descrito en el apartado dedicado a FGF-23, se presenta como un co-
receptor imprescindible para la accion fosfaturica de FGF-23 en tubulo proximal,
reduciendo la expresion de NaPi-lla y NaPi-lic (65,74). Ademas el complejo klotho/FGFR
con FGF-23 actua inhibiendo la sintesis de la vitamina D3 (72) y suprimiendo la secrecion

de PTH (64).

Sin embargo, la fraccidn extracelular de klotho puede ser liberada por proteasas de
membrana al liquido extracelular o bien entera (KL1-KL2) o Unicamente el dominio KL1,
el cual a su vez puede ser transcrito mediante splicing alternativo y liberado
directamente por las células (86). Tanto las diferentes fracciones de klotho liberadas
mediante proteasas como las secretadas de forma directa conforman el llamado klotho
soluble que puede actuar con independencia de FGF-23 teniendo un efecto fosfaturico

propio, mediante la inactivacién de los transportadores NaPi-lla (87), Pit-1 y Pit-2 (88).
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Figura 17: Diferentes formas de klotho soluble. El rifidn es la principal fuente del klotho soluble bajo
condiciones fisiologicas. Imagen obtenida de Hu et al. (2017).

3. 6. OTROS FACTORES

Existen otros muchos factores con mayor o menor relevancia que también pueden

influir en la homeostasis del fosfato como:
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e Lahormona tiroidea: incrementa la reabsorcion de fosfato en tubulo proximal
mediante el aumento tanto de mRNA como de proteina del transportador
NaPi-lla (89).

e Insulina: aumenta la reabsorcién de Pi en tubulo proximal por si misma y
previene el efecto fosfaturico de PTH (90,91).

e Glucocorticoides: inhiben el transporte sodio dependiente de Pi en tubulo
proximal en rata, ratén y humano (92).

e Dopamina: es generada en el tubulo proximal a partir de su precursor L-dopa
en estimulo a altas concentraciones de fosfato y produce la internalizacion de

NaPi-lla y por lo tanto disminuye la reabsorcién de Pi en rifidn (93,94).

4. ABSORCION INTESTINAL DE FOSFATO

La reabsorcion renal de Pi siempre se ha descrito como el punto clave en la
homeostasis del Pi. Si bien es cierto que sigue siendo asi, la absorcién intestinal de Pi ha
ido adquiriendo mayor relevancia a lo largo de las ultimas décadas. En parte se debe a
que la absorcidn intestinal de Pi se tenia como un proceso escasamente regulado, pero
actualmente se conoce que al menos NaPi-llb, Pit-1 y Pit-2 regulan su expresidon en
respuesta a las concentraciones de Pi en la dieta y de vitamina D3 (57,93,95). Ademas,
se ha visto que cambios en la concentracién de Pi en la dieta suponen cambios en la
absorcion intestinal. Sin embargo, cuando la ingesta de Pi aumenta la reabsorcion renal
siempre disminuye, pero en intestino la respuesta varia en funcién del régimen de
alimentacion ya que en cambios agudos de la concentracion de Pi en la dieta, pasando
de una dieta con bajo contenido en Pi a otra con alto contenido en Pi, el transporte de

Pi no disminuye, si no que incluso en algunos casos aumenta (23,29).

El principal inconveniente a la hora de estudiar el mecanismo de absorcién
intestinal es la complejidad existente, ya que consta de dos rutas, la via paracelulary la
via transcelular; mientras que en la reabsorcion renal la via paracelular es practicamente

inexistente (46). La via pasiva paracelular es no saturable y dependiente del gradiente

19



de Pien laluz intestinal; en cuanto a su importancia respecto a la ruta transcelular varia

segun el estudio y las condiciones del mismo (96-98).

En la via transcelular predomina el componente sodio dependiente, el cual viene
determinado por NaPi-llb el principal transportador de Pi clonado en intestino delgado.
Ademads de NaPi-llb, se encuentran también los transportadores Pit-1y Pit-2. Todos ellos
se encuentran presentes en la membrana apical de los enterocitos, aunque difieren en
sus cinéticas, especificidad por el sustrato y dependencia de pH (10,15,21). Sin embargo,
se desconoce la identidad de los transportadores que estarian eliminando el Pi de la
célula a través de la membrana basolateral de los enterocitos y propiciando su salida a

la circulacion sanguinea.

Estudios en ratones knock-out para NaPi-llb han demostrado que pese a tener una
importancia central en la absorcidn intestinal de Pi, su eliminacidn no supone una
disminucidn en la concentracién sanguinea de Pi cuando los animales son alimentados
con una dieta con concentraciones normales o altas de Pi (17). Por lo tanto, teniendo en
cuenta los valores de Pi presentes en las dietas actuales en paises desarrollados, NaPi-
IIb podria estar saturado adquiriendo mayor relevancia la via paracelular. Sin embargo,
cuando existe restriccion de Pi en la dieta, la expresidn de NaPi-llb aumenta y disminuye
el gradiente de Pi determinante para la difusién paracelular, cambiando Ila

predominancia de una ruta a otra.

Figura I18: Absorcidn de Pi en el intestino delgado. Imagen modificada de Marks (2019).

Mientras que el componente sodio dependiente ha sido ampliamente estudiado y

caracterizado, muchas incégnitas se mantienen en cuanto al transporte sodio
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independiente de Pi en intestino. Esta via sodio independiente se ha observado tanto in
vivo como in vitro, mediante el uso de vesiculas de membrana en borde en cepillo
(BBMV); y parece ser independiente de la vitamina Ds; y dependiente de pH (4,95).
Ademas, en la linea celular intestinal humana Caco2BBE se ha caracterizado el
transporte de Pi sodio independiente como un transporte especifico y dependiente de
la concentracién de Pi en el medio, asi como del pH y que puede ser inhibido por
actinomicina D y cicloheximida (99). Todo ello permite concluir que existiria un
componente transcelular de transporte sodio-independiente, cuya identidad molecular

se desconoceria.

Uno de los pocos transportadores sodio independientes descritos en la literatura es
el receptor retroviral XPR1, el cual en determinados cultivos celulares actuaria sacando
Pi de las células (100). Aunque poco se sabe respecto a sus caracteristicas funcionales y
su repercusion real en la homeostasis del Pi, ya que este estudio no ha sido reproducido
y no se ha podido demostrar dicha funcionalidad in vivo o mediante el sistema de

expresion en ovocitos de Xenopus laevis.

Por otro lado, se habla también de que parte de la absorcién intestinal de Pi
intestinal tendria lugar a través de la ruta paracelular. En concreto, se ha propuesto que
proteinas como las claudinas, presentes en las uniones estrechas, pudieran estar
regulando la absorcidon de Pi, ya que se sabe que algunas de ellas presentan selectividad
por cationes o aniones (101). Sin embargo, actualmente no se ha confirmado esta
posibilidad, pero la aparicién y el uso del tenapanor como inhibidor de la absorcién
intestinal de Pi (102) indican una relacién directa entre la permeabilidad del Pi y la

funcién de las uniones estrechas.

5. HIPOFOSFATEMIA

La hipofosfatemia es un descenso en la concentracion de Pi en plasma por debajo
de 2,5 mg/dl en la especie humana. Aunque su incidencia es menor de un 2,2% en
pacientes hospitalizados, se presenta en un alto porcentaje de casos en enfermos con

determinadas patologias, incluida la sepsis (103).
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Entre las posibles causas de hipofosfatemia se encuentra el hiperparatiroidismo
secundario debido a la deficiencia de vitamina D3, ya que no solo aumenta la excrecion
renal de Pi debido al aumento en la produccion de PTH, si no que la deficiencia de
vitamina D3 disminuye su absorcién intestinal (104). Ademas, en pacientes que sufren
de alcoholismo es particularmente comun encontrar hipofosfatemia como una de las
complicaciones. No obstante, existen otras multiples causas de hipofosfatemia que
pueden estar relacionadas con una absorcién intestinal de Pi deficiente, como el
sindrome de mala absorcion, malnutricion o deficiencia de vitamina Ds (105); o con un
incremento de la excrecién renal en ocasiones relacionado con raquitismo o
osteomalacia capaces de producir aumentos en la produccién de FGF-23 y de otras

fosfatoninas (78,82).

Las consecuencias derivadas de la deficiencia de Pi en el organismo pueden ser de
diversa indole. Entre las mds comunes se encuentran el desarrollo de rabdomiolisis y
diferentes miopatias (106) y alteraciones hematoldgicas debido al aumento del 2,3-
difosfoglicerato en el interior de los eritrocitos causante de un aumento de la afinidad
del oxigeno por la hemoglobina, lo que dificulta su liberacién en los tejidos (107).
Ademas, se relaciona con fallo cardiaco y alteraciones neuroldgicas. La hipofosfatemia
también puede producir acidosis metabdlica y alteraciones renales del tubulo proximal
y distal resultantes en bicarbonaturia, calciuria y alcalinizacién de la orina (108), de las

cuales se desconocen los mecanismos moleculares implicados.

El primer paso en el tratamiento de la hipofosfatemia pasa por establecer la
patologia o alteraciones causantes de la misma, para determinar si es necesaria la
suplementacién de Pi. En caso necesario se recomienda la administracion de Pi ya sea

via oral o parenteral hasta el restablecimiento de los valores normales (105).

6. HIPERFOSFATEMIA

Se habla de hiperfosfatemia cuando los valores de Pi en sangre superan los 4,5
mg/dl en la especie humana. La enfermedad renal crénica (ERC) es una de las principales
causas de hiperfosfatemia, ya que causa una pérdida funcional y progresiva de nefronas

en los riflones. Con ello se produce la incapacidad de excretar Pi en la orina, de manera
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que la absorcidn intestinal de Pi excede la tasa de excrecidn, por lo que se pierde la
homeostasis del Pi y se produce hiperfosfatemia, la cual supone un estimulo daiiino
sobre las nefronas funcionales existentes. Ademas de la ERC, existen una gran variedad
de circunstancias que pueden ocasionar hiperfosfatemia, relacionadas o no con una
disminucidon en la excrecion renal de Pi, como pseudohipoparatiroidismo, acidosis

lactica, sindrome de lisis tumoral, calcinosis tumoral, etc. (109).

Cuando la funcidn renal es buena y se produce una hiperfosfatemia aguda, suele
revertirse en unas 6-12 horas sin necesidad de tratamiento. Sin embargo, cuando la
hiperfosfatemia viene acompanada de fallo renal serda necesario tratamiento, esta
circunstancia incluye entre otras patologias la ERC, el fallo renal agudo o la calcinosis
tumoral. Ademas, los valores elevados de Pi en plasma de forma prolongada en la ERC
estan directamente relacionados con la aceleracion de la calcificacién vascular, una de

las principales causas de complicaciones en dichos pacientes (110).

Las posibles estrategias de tratamiento de la hiperfosfatemia incluyen la restriccion
de Pi en la dieta, uso de farmacos quelantes de Pi e inhibidores de la absorcién de Pi. La
aplicacion de dietas con bajo contenido en Pi junto con la administracion de quelantes
de Pi han tenido un éxito moderado debido a la dificultad de controlar el Pi en la dieta
presente como aditivo en multiples comidas procesadas, el elevado nimero de tomas
de los farmacos y sus diversos efectos secundarios, tanto en los quelantes basados en
calcio como en resinas y metales (111). De esta situacion deriva la necesidad de realizar
una aproximacion terapéutica mas selectiva, con el uso combinado de inhibidores de la

absorcion de Pi junto con quelantes de Pi.

Dentro de los inhibidores de la absorcidn de Pi hay varios farmacos que presentan
caracteristicas prometedoras, el tenapanor (112), la niacina y derivados de la
nicotinamida (NAM) (113). Mientras que el tenapanor inhibe la via paracelular de
absorcion intestinal de Pi de forma indirecta al inhibir la isoforma 3 del intercambiador
sodio protéon NHE3 (102), NAM es capaz de inhibir el transporte renal e intestinal sodio
dependiente de Pi (114,115), asi como su metabolito la nicotinamida adenina

dinucledtido (116).
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6. 2. NICOTINAMIDA ADENINA DINUCLEOTIDO (NAD)

La nicotinamida adenina dinucledtido (NAD) es una coenzima hidrosoluble cuya
importancia en el metabolismo energético radica en su capacidad de experimentar
reacciones de oxidacion y reduccion, actuando como transportador universal de
electrones. Por lo tanto, puede encontrarse en dos formas en las células, como NAD*
(forma oxidada) o NADH (forma reducida). Pese a existir biosintesis de novo a partir de
triptofano o de la propia niacina ingerida en la dieta, los mamiferos usan principalmente
NAM como precursor de NAD mediante rutas de rescate mediadas por la enzima

nicotinamida fosforribosiltransferasa (Nampt) (117).
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Figura 19: Estructura quimica de los compuestos derivados de la nicotinamida. En la parte superior
los tres derivados de la vitamina B3 y en la parte inferior el paso de NAD* a NADH mediante reacciones
de oxidacién-reduccién.

En 1981, el grupo del Prof. Dousa identificéd por primera vez la capacidad de NAD*
de inhibir el transporte de Pi (116), pero multiples incégnitas permanecen todavia sin
resolver en cuanto al mecanismo de inhibicion por el cual actian los compuestos
formados por nicotinamida. Aunque existe inhibicidn sodio dependiente de Pi tanto in
vivo con la inyeccién de NAM, como in vitro a través de la incubacion de BBMV renales
con NAD?, esa inhibicidn difiere en su cinética, ya que in vivo se trata de una inhibicién

no competitiva, mientras que in vitro es inhibicion competitiva (118).
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El mecanismo por el cual NAM produce la inhibicidn no competitiva sobre el
transporte de Pi parece estar relacionado con el aumento en la sintesis de NAD*
(119,120). Sin embargo, estudios anteriores rebaten esta hipdtesis y lo asocian a un
incremento en el AMPc (121) o con un cambio en el potencial redox debido a un efecto

oxidativo (122).

En cuanto a su efecto, se ha demostrado que la administracién de NAM en ratas es
capaz de disminuir la expresion de NaPi-llb en la membrana apical de las células
epiteliales de yeyuno (123) y de NaPi-lla en las células tubulares renales (119). Sin
embargo, en las células OK la presencia de NaPi4 (NaPi-lla presente en células OK) en la
superficie celular no es modificada por NAM, y su abundancia solo disminuye cuando

sobreexpresan la enzima Nampt (119).

No obstante, pese a las diferentes teorias en cuanto al mecanismo de accidn de
estos compuestos NAM/NAD*/NADH, los ultimos estudios remarcan la importancia del
sistema Nampt/NAD* hepatico en la regulaciéon de la oscilacion circadiana de la
concentracién de Pi en plasma, especialmente durante el periodo de descanso (120).
Ademas, la activacién renal Nampt/NAD* en la fase activa indica que NAD inhibe el

transporte de Pi principalmente debido a un estimulo metabdlico (117,120).

Por lo tanto, se puede concluir que el metabolismo de NAD en intestino, higado y
rifidn podria estar regulando estrechamente el transporte de Pi a través de la familia de

transportadores Slc34.

7. TRANSPORTE DE FOSFATO SODIO INDEPENDIENTE

Como ya se ha descrito, el transporte sodio dependiente de Pi ha sido ampliamente
estudiado y caracterizado, pero no es el Unico transporte de Pi observado en el
organismo. Existen muchos estudios que hablan sobre el transporte sodio
independiente de Pi con diferentes caracteristicas funcionales, pero se desconoce la

identidad molecular de los transportadores implicados.

En la absorcidn intestinal son diversos los estudios que describen transporte de Pi

sodio independiente, como ya se ha descrito previamente. Sin embargo, no es el Unico

25



ejemplo, ya que en el tubulo contorneado proximal se desconoce a través de qué
transportadores se produce la salida del Pi del interior de la célula en la membrana
basolateral y algunos de los estudios llevados a cabo describen este transporte de Picon
caracteristicas sodio independientes. Mds concretamente, Azzarolo et al. demostraron
la presencia de transporte de Pi de tipo saturable y especifico en ausencia de sodio,

mediante el uso de vesiculas de membrana basolateral de porcino (124).

En la barrera hematoencefdlica existe transporte de Pi no solo independiente de
sodio, sino también de cationes y que puede ser inhibido completamente por arsenato,
PFA y varios aniones; y parcialmente por DIDS y SITS. Por lo tanto, los resultados indican
la existencia de un intercambiador de aniones que tendria una gran importancia en el
mantenimiento de las concentraciones adecuadas de Pi en el liquido cefalorraquideo

(125,126).

Mediante el uso de cultivos primarios se ha caracterizado el transporte de Pi tanto
en condrocitos como en células de la musculatura lisa vascular, y en ambos casos, se
presenta un componente sodio independiente con una alta afinidad por el Pi y que
puede ser inhibido por diversos compuestos (27,127). La importancia de una correcta
caracterizacién del transporte de Pi ayudaria a una mejor comprensidon de procesos
patologicos relacionados con la calcificacién que se pueden producir tanto en el
cartilago articular, como en la musculatura lisa vascular. Ademas, en células osteoclast-
like (derivadas de la linea celular RAW264.7) se observa transporte de Pi, aunque en este
caso dependiente de H* y pH. La importancia de este resultado radica en que la
estimulacidn del transporte de Pi a pH dacido es necesaria para la resorcién ésea, asi
como para la produccidon de las grandes cantidades de energia necesarias para la

acidificacion del entorno extracelular (128).

El transporte de Pi sodio independiente también estd presente en procesos
patologicos. En el cancer de mama se ha descrito el aumento del transporte sodio
dependiente a través del transportador NaPi-llb, cuya expresion se ha relacionado con
la evaluacién del pronéstico de la enfermedad, no solo en cancer de mama, si no
también en el cdncer de ovario. Sin embargo, en las células tumorales se ha observado

transporte de Pi dependiente de H* que se encuentra incrementado cuando disminuye
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el pH o bien cuando el transporte sodio dependiente se encuentra saturado por
elevadas concentraciones de Pi (129). Por lo tanto, las células tumorales tendrian una
capacidad aumentada de incorporar Pi extra al interior celular gracias a ese transporte
sodio independiente de Pi. Ademas, el transporte de Pi sodio independiente se ha

descrito en metastasis y en las células tumorales de Ehrlich (130,131).
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II. OBJETIVOS
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PARTE 1. ADAPTACIONES AGUDAS A CAMBIOS EN LA
CONCENTRACION DEL FOSFATO EN LA DIETA

Es necesario tener un conocimiento preciso sobre los mecanismos que regulan la
homeostasis del fosfato para poder hacer frente a las diferentes patologias o
alteraciones que puedan producirse en el organismo. Los cambios en la concentracién
de Pi en la dieta vienen acompanados de cambios en el transporte de Pi, asi como en los
diferentes factores reguladores de la homeostasis del Pi, no obstante, existen estudios

con resultados contradictorios.

Por ello el objetivo de este estudio fue profundizar en el conocimiento de la
respuesta del organismo a cambios en la concentracién de Pi en la dieta tanto en ratas
adaptadas de forma crénica, como con particular interés, en ratas adaptadas a cambios
agudos en la concentracion de Pi en la dieta, analizando tanto el transporte de Pi como

los cambios en las diferentes hormonas y fosfatoninas implicadas.
PARTE 2. PRIVACION DE FOSFATO

En casos de hipofosfatemia estd ampliamente aceptada la presencia de
bicarbonaturia y orina alcalina, pero se desconoce el mecanismo por el cual se produce.
Existen estudios que apuntan a una menor reabsorcion de bicarbonato derivada de una
menor secrecidon de H* por parte del transportador NHE3 en el tubulo contorneado
proximal pero actualmente no esta claro su papel, ni el mecanismo de inhibicion por el

cual pudiera estar regulado.

El objetivo de este estudio fue conocer la posible implicacion del intercambiador
Na*/H* NHE3 en la bicarbonaturia asociada a la privacién de Pi. Ademas, se pretendian
caracterizar los cambios producidos en orina y sangre, asi como los posibles cambios

0seos que pudieran estar ocasionados por un aporte deficiente de Pi.
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PARTE 3. CARACTERIZACION DE LA INHIBICION DEL TRANSPORTE
DE FOSFATO POR NAD

Como se ha indicado en la introduccion, NAD es uno de los inhibidores del
transporte de Pi que presenta caracteristicas prometedoras en el control de la
homeostasis del fosfato en pacientes con patologias relacionadas con hiperfosfatemia
como puede ser la enfermedad renal crénica. Sin embargo, pese a conocerse su efecto
inhibitorio desde hace décadas no se ha llegado a describir de forma clara su mecanismo
de accién. Ademas, el mecanismo inhibitorio competitivo de NAD*/NADH se ha
observado uUnicamente in vitro en BBMV de corteza renal y su estructura difiere

completamente de la del fosfato.

El objetivo en este estudio fue determinar las caracteristicas y el mecanismo de
inhibicion de NAD*/NADH sobre el transporte sodio dependiente en BBMV y contribuir
al esclarecimiento del mecanismo por el cual NAD* pudiera estar interaccionando con

los cotransportadores sodio dependientes de Pi.

PARTE 4. CARACTERIZACION DE LA INHIBICION DEL TRANSPORTE
DE FOSFATO POR FUROSEMIDA

Como ya se ha comentado en la Introduccion y en el apartado anterior, la busqueda
de nuevos inhibidores especificos del transporte de Pi seria de gran utilidad en el control
de la homeostasis del fosfato. Tras probar un grupo de inhibidores entre los que se
encontraba furosemida para la caracterizacion del transporte de Slc4al (Parte 5 de la
presente tesis) se observd que furosemida era capaz de inhibir el transporte de Pi en
ovocitos que expresaban NaPi-lla, y por ese motivo se propuso continuar con el estudio

de ese mecanhismo.

Por todo ello, el objetivo de este estudio fue determinar las caracteristicas y el
mecanismo de inhibicién por el cual furosemida podria estar actuando sobre el

transporte de Pi e identificar los transportadores sobre los que pudiera tener efecto.
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PARTE 5. BUSQUEDA DE NUEVOS TRANSPORTADORES DE
FOSFATO: IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE SLC4A1

Las caracteristicas funcionales del transporte de Pi observadas en multiples estudios
no pueden ser explicadas por los transportadores de Pi conocidos hasta la fecha y como
se ha descrito en la introduccidn, existe un componente del transporte de Pi de tipo

sodio independiente cuya identidad molecular se desconoce.

El objetivo de este estudio fue la busqueda de nuevos transportadores de Pi
mediante el sistema de expresion proteica en ovocitos de Xenopus laevis, mas
concretamente mediante el andlisis de la familia de transportadores Slc4. En caso de
encontrar un transportador causante de cambios en el transporte de Pi, proceder a su

caracterizacion e intentar averiguar su posible implicacion in vivo.
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[II. MATERIALES
Y METODOS
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1. REACTIVOS

Los reactivos utilizados durante esta tesis doctoral fueron de calidad para analisis o
para Biologia Molecular (libres de ribonucleasas, DNasas y proteasas) en funcion de las
necesidades de cada técnica. Los reactivos fueron adquiridos principalmente en Acros-

Organics, Sigma-Aldrich, Panreac y Scharlau.

El agua empleada de rutina fue agua ultrapura. Esta agua fue desclorada,
descalcificada, desionizada y doblemente filtrada mediante el proceso de ésmosis
inversa. Ademas, fue autoclavada antes de su uso. Para la extraccién y procesado de
RNA, el agua ultrapura fue tratada con dietil-pirocarbonato (DEPC) al 0,1% durante al
menos 2 horas en agitacion con el fin de inactivar RNasas y fue autoclavada

posteriormente para destruir el DEPC.

El material fungible usado en cultivo celular (frascos de Roux, placas, criotubos) fue
adquirido a Thermo Scientific, exceptuando las placas estériles para fluorescencia
procedentes de Costar. Todos los medios utilizados en cultivo celular fueron adquiridos
a Gibco o Lonza: medio Eagle modificado Dulbecco DMEM:F12 (Ref. BE12-719F), DMEM
sin fosfato (Ref. 11971-025), Life Cell Imaging Solution (Ref. A14291D)J), suero fetal
bovino (Ref. 10270), antibidticos (penicilina + estreptomicina) y L-glutamina (Ref.
25030). En Sigma-Aldrich se adquirié unicamente la tripsina (Ref. 59418C) y la Poli-L-
Lisina (Ref.4707)

2. INSTRUMENTAL

Los siguientes dispositivos fueron utilizados de rutina a la largo de la tesis:

e La esterilizacion del material de vidrio, agua, puntas de pipetas, instrumental
quirdrgico y de determinadas soluciones se realizé en una autoclave Selecta
modelo Austester 437-G.

e El trabajo con cultivos celulares se realizd en una campana de flujo laminar
vertical de la marca Telstar, modelo Bio-lI-A. Para el atemperado de los medios
de cultivo y la descongelacién de células se utilizé un bafio a 37°C de la marca

Selecta, modelo Precisdig. La observacién de las células se llevd a cabo con un
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microscopio invertido de Lan Optics. Las células se mantuvieron congeladas en
un tanque de nitrégeno liquido Statebourne Biorack 2400.

En la preparacién de las diferentes soluciones se usaron diferentes balanzas y
agitadores. Para pesar los diferentes reactivos y sustancias se usé una balanza
ANT, modelo EK600A y una balanza de precision OHAUS, modelo Discovery.
Los agitadores magnéticos utilizados fueron de la marca Selecta y los tipo
vortex de la marca Heidolph.

Para las centrifugaciones con microtubos y columnas se usé de rutina la
centrifuga 5415 R de Eppendorf. Unicamente se usaron la centrifuga Allegra™
64R de Beckman Coulter para la obtencion de BBMV y la centrifuga Mixtasel
de Selecta en cultivos celulares.

Para las incubaciones a 37°C y a 4°C se uso una estufa de la marca Indelab y
una de la marca Selecta modelo Medilow-S, respectivamente.

En las incubaciones en las que se requirié agitacion se usaron agitadores
orbitales y un balancin de marca Ovan.

Las medidas de pH se realizaron con pHmetros de la marca Crison, modelo
GLP22, para mediciones en orina y modelo micropH 2002, en la preparacion
de soluciones.

Las agujas usadas fueron de la marca BD, modelo Microlance y las jeringas
pertenecian a la misma marca, modelo Plastipak, Esmerald y Discardit.

Los ovocitos fueron manipulados usando lupas y un sistema de luz fria, ambos
de la marca Zeiss. El material fungible compuesto por placas de Petri de
diferentes tamafios con el que se llevd a cabo las diferentes manipulaciones se

adquirid a Corning.



3. ANIMALES EXPERIMENTACION

3. 2. RATAS DE LABORATORIO (RATTUS NORVEGICUS)

En todos los estudios incluidos en esta tesis doctoral se han utilizado ratas de
laboratorio (Rattus norvegicus), machos albinos de la estirpe Wistar de dos meses de
edad procedentes de la empresa Janvier S.A.S., con la excepcion del estudio sobre
furosemida en el cual se usaron hembras. Durante el desarrollo de los experimentos, los
animales se mantuvieron en el animalario del Servicio de Experimentacién Animal
emplazado en la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza, con unas
condiciones ambientales de temperatura, luz, ventilacién y humedad adecuadas vy
cumpliendo con los estandares minimos establecidos en la legislacion (Real Decreto

53/2013 modificado por Real Decreto 1386/2018 y 118/2021).

Los piensos fueron encargados a SAFE Lab y disefados por nuestro grupo de
investigacion a partir de la combinacion de NaH,PO4 y K2HPO4, para mantener un pH de

7.4y las siguientes concentraciones de Pi:

e 0,1% de Pi, dieta con baja concentracidn de fosfato.
e 0,6% de Pi, dieta con una concentracion de fosfato media, usada como
dieta control.

e 1,2% de Pi, dieta con una alta concentracion de fosfato.

La concentracion del resto de electrolitos de la dieta se mantuvo similar, con
minimas variaciones en la concentracién de sodio y potasio que fueron compensadas
con la adicion de NaCl y KCI (Anexo 1: Formulacién piensos). El resto de elementos de la
dieta como vitaminas, oligoelementos, proteinas, hidratos de carbono y lipidos se

mantuvieron constantes.
Se usaron dos métodos de alimentacion diferentes en funcidn del estudio realizado:

e Ad libitum: libre disposicion de pienso y agua las 24 horas del dia.
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e Restringida: la administracién del pienso se restringio a 4 horas al dia,
normalmente de 8 a 12 de la mafiana. El acceso al agua fue libre

durante las 24 horas.

Todos los animales fueron pesados al inicio y al final de los experimentos. Ademas,

se midio la ingesta de pienso media por rata a diario.

3.1.1. Adaptaciones agudas a cambios en la concentracion del fosfato en la

dieta

Para este estudio se llevaron a cabo dos experimentos:

El experimento inicial consistio en adaptaciones crdnicas a las tres dietas de fosfato
y adaptaciones agudas a cambios en la concentracién de fosfato (Figura M1). En los
grupos con adaptaciones crénicas los animales comieron el mismo tipo de pienso
durante 6 dias, ya fuera en un modelo ad libitum o con alimentacidn restringida.
Mientras que en los grupos donde se realizd la adaptacién aguda, la alimentacién fue
siempre restringida y en el sexto y ultimo dia se administré6 una dieta con una
concentracion de Pi diferente y opuesta a la que habian ingerido en los 5 dias previos.
Por lo cual, la dltima toma fue de 1,2% de fosfato en aquellas ratas adaptadas a 0,1% de

fosfato y viceversa.

I Restringida a 4 horas
dfas 01%Pi | AR BRI 0.1% Pi 0.6% Pi

J 0.1%

timo | 1 oax%ei | A BB ||| 01%Pi| ﬁ ﬂ 0.6% Pi D 1.2% Pi

Figura M1: Esquema del experimento inicial de adaptaciones agudas a cambios en la concentracidn
del fosfato en la dieta.

El sacrificio se realizd el sexto dia y en aquellos animales cuya alimentacién fue
restringida se realizé después de las 4 horas de alimentacidon correspondientes.
Unicamente cuatro de las ratas con adaptacién crénica y alimentacién restringida

fueron sacrificadas en ayunas, por lo que no recibieron pienso ese ultimo dia.

La segunda parte del estudio se realizé con ratas paratiroidectomizadas (PTX) y

ratas Sham. Las ratas Sham fueron sometidas a una intervencidn quirdrgica similar a las
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ratas paratiroidectomizadas, pero sin la eliminacién de la paratiroides, por lo que
actuaron como grupo control para las ratas PTX. Todas ellas fueron alimentadas con
alimentacidn restringida durante 5 dias. Tres grupos tuvieron una adaptacion crénica a
cada una de las tres dietas de fosfato y dos grupos tuvieron una adaptacion aguda
pasando de 0,1% de fosfato a 1,2% de fosfato en la ultima toma o viceversa (Figura M2).

En este caso el sacrificio se realizd el quinto dia tras la ingesta de alimento.

Alimentacién restringida a 4 horas

| Ratas Sham | Ratas PTX

- 9 U )
Ultimo @ 0.6% Pi ﬁ 1.2% Pi I
dia

& T & ET

Figura M2: Esquema del estudio de adaptaciones agudas en ratas PTX.

Ademas, las 24 horas previas al sacrificio todas las ratas, tanto del experimento
inicial, como en el estudio con ratas PTX, fueron colocadas en jaulas metabdlicas para
recoger orina, en la cual se realizaron mediciones de pH y cuantificaciones de fosfato,

calcio y creatinina con los kits de BioAssay System.

3.1.2. Privacion de fosfato

En este estudio se establecieron dos grupos, cada uno de ellos fue alimentado ad
libitum con diferentes concentraciones de fosfato en el pienso (0,1% Pi, 0,6% Piy 1,2%
Pi). El sacrificio se realizé a diferentes tiempos con el fin de ver las diferencias entre una

adaptacion corta (1 semana) y una adaptacién prolongada (8 semanas).

En el caso de las ratas sacrificadas tras 8 semanas se realizé un seguimiento del pH
en orina, recogiendo orina durante un intervalo de tiempo de dos horas diarias. El pH
de la orina se determind mediante un microelectrodo 5208 (Hach Lange) en pHmetro
GLP22 de Crison. Adicionalmente, se midié fosfato, calcio y creatinina en orina mediante
kits colorimétricos de BioAssay System y se cuantific6 amoniaco con el kit de Abnova

(KA0810) y bicarbonato con el kit de Biolabo (99832).
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3.1.3. Caracterizacion de la inhibicion del transporte de fosfato por NAD

En este estudio se utilizaron 6 ratas de dos meses de edad alimentadas ad libitum
con una dieta estandar de contenido medio de fosfato (0,6% Pi) y fueron sacrificadas a

los 7 dias, para la obtencién de BBMV.

3.1.4. Caracterizacion de la inhibicion del transporte de fosfato por

furosemida

En este estudio se utilizaron ratas hembra de la estirpe Wistar de 2 meses de edad.
Los animales fueron introducidos en jaulas metabdlicas durante 48 horas, en las cuales
cada 24 horas se recogio la orina y las heces eliminadas. El sistema de alimentacion fue
ad libitum cuantificando tanto la ingesta de pienso como de agua. Las ratas control
siguieron una alimentacion estandar que consistié en el pienso de 0,6 % de Pi, mientras
gue las tratadas con furosemida consumieron ese mismo pienso, pero con el fdrmaco

integrado en él a 0,5 mg de furosemida/ g pienso.

En las orinas se realizaron mediciones de pH y cuantificaciones de fosfato y
creatinina con los kits de BioAssay System. Las heces fueron pesadas tras secarse
durante 3 horas y reconstituidas en 0,6 M de HCl a una concentracién final de 50 mg de
heces/ml y se mantuvieron 2 dias en agitacion. Pasado dicho tiempo, las muestras
fueron homogenizadas y permanecieron de nuevo en agitacién 24 horas mas, tras las
cuales fueron centrifugadas a 2000 g durante 5 minutos (132). El sobrenadante fue
utilizado con la correspondiente dilucidn para la cuantificacién de fosfato mediante un

kit de BioAssay System.

3.1.5. Sacrificio y obtencion de muestras

Este procedimiento fue comun en los diferentes estudios realizados en esta tesis
doctoral. En primer lugar, se inyectd pentobarbital sédico via intraperitoneal (50 mg/kg)
para anestesiar a las ratas. Cuando el animal estuvo totalmente anestesiado se abrié la
cavidad abdominal por la linea media y se procedio a extraer sangre de la arteria aorta
mediante jeringas heparinizadas de la marca Sarstedt, modelo monovette 2 ml LH
(heparina de litio), produciendo la muerte por exanguinacidon. A continuacion, se

extrajeron los érganos y tejidos de interés, colocandolos inmediatamente en solucién
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salina fisioldgica (0,9% NaCl) a 4°C para su procesado. Inmediatamente, las muestras

fueron congeladas en hielo seco, previo paso a su almacenamiento a -80°C.

La sangre fue centrifugada a 1500 g durante 5 minutos a 4°C para separar el plasma,
gue fue almacenado congelado hasta su utilizacion. Las determinaciones en plasma de
la concentracidon de fosfato (DIPI-500), calcio (DICA-500) y creatinina (DICT-500) se

realizaron mediante kits colorimétricos de BioAssay Systems.

3.1.6. Analisis sanguineo de electrolitos y gases

Se realizé un analisis sanguineo de electrolitos y gases a través del analizador
Vetstat de IDEXX en los animales pertenecientes al experimento de privacion de fosfato
y en el de adaptaciones agudas a cambios en la concentracién del fosfato en la dieta.
Para ello se utilizd la sangre entera extraida en el momento del sacrificio mediante
jeringas heparinizadas de la marca Sarstedt, modelo monovette. En primer lugar, se
introdujo un nuevo casete en el analizador y una vez finalizada la calibracion, se mezclé

e introdujo la muestra. Los parametros analizados fueron:

e Estado acido-base:
o pH.

Presién parcial de didxido de carbono (PCOs).

©)

o Bicarbonato (HCO3).

o Diferencia anidnica o Anién Gap: el valor de los aniones medidos
habitualmente restando el valor de los cationes medidos
habitualmente.

Anidn gap = (Na* + K*) - (ClI" + HCO3)
o Cantidad total de diéxido de carbono medido en sangre (tCO3).
o Exceso de bases (BE): determina las bases titulables de la sangre.
e Estado oxigeno/hemoglobina:

o Presion parcial de oxigeno (PO>).

o Cantidad total de hemoglobina en sangre (tHb).

o Saturacion de oxigeno (SO,): este valor es calculado a partir de la curva

de disociacién del oxigeno y la hemoglobina en sangre.
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e Electrolitos: sodio, potasio y cloro.

Antes de cada utilizacidn, se usaron los casetes estandares de referencia (SRC), nivel
1 y nivel 3, para comprobar la electrénica y la dptica del analizador. Ademas,
previamente a cada estudio se realizé un control de calidad (OPTI CHECK) con el fin de

asegurar unos valores fiables dentro de los rangos significativos.

3. 2. RANAS XENOPUS LAEVIS

Para la obtencidn de ovocitos se requirid el uso de ranas hembra de la especie
Xenopus laevis, un total de 14 individuos, que fueron adquiridas al European Xenopus
Resource Centre de la Universidad de Portsmouth (Portsmouth, UK). Las ranas fueron
mantenidas en un tanque negro de agua con las dimensiones reglamentarias y a una
temperatura ambiental de 18°C en una nave del Servicio de Experimentacién Animal
emplazado en la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza. De la misma
manera que con las ratas de laboratorio, los animales fueron mantenidos con unas
condiciones ambientales de luz, ventilacién y humedad adecuadas y cumpliendo con los
estandares minimos establecidos en la legislacion (Real Decreto 53/2013 modificado por

Real Decreto 1386/2018 y 118/2021) y se siguid un sistema de alimentacidn adecuado.

4. CULTIVO CELULAR

Para todos los estudios realizados con cultivos celulares se usaron las células
Opossum Kidney (OK), mds concretamente el subclon OK-P. Las células OK proceden de
una linea celular de zariglieya americana (Didelphis virginiana) y han sido utilizadas

como modelo de las células epiteliales del tubulo contorneado proximal de rifién.

4.1. MANTENIMIENTO DE CELULAS OK-P

Se partié de células congeladas en nitrégeno liquido con un 10% de dimetilsulféxido
(DMSO). La descongelacién debe ser rapida, por lo que se procedio a poner el vial en un
bafio a 37°C. Con el fin de eliminar el DMSO que contienen, fueron centrifugadas y el
pellet fue resuspendido con 10 o 20 ml de medio de cultivo, en funcidn de la

concentracidn a la que fueron congeladas.
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Las células OK-P crecieron en cultivo en monocapa en frascos de Roux de 75 cm?
con DMEM:F12 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1x de
penicilina/estreptomicina/L-Glutamina. El medio se cambié cada dos dias. Se
mantuvieron en una incubadora marca Labline a 37°C con una atmosfera al 5% de CO;

y saturada de humedad.

Cuando se alcanzd la confluencia se procedio a su tripsinizacion con 5 ml de tripsina.
Las células fueron resembradas en frascos de Roux (dilucion 1:5) con el fin de mantener
el linaje celular (indicando el nimero de pase en el que se encontraban) o fueron
sembradas en placas para su uso experimental. En determinados momentos, se
procedio a congelar en criotubos parte de esas células en presencia de 10% de DMSO
como crioprotector. Los viales se introdujeron en un contenedor de criotubos marca
Nalgene con isopropanol en el congelador de -80°C, de esta manera se consigue que el
descenso de temperatura sea gradual, evitando la formacién de cristales que puedan
danar la integridad celular. Trascurridas 24 horas, los criotubos fueron introducidos en

el tanque de nitrégeno liquido (-195°C) para su conservacion a largo plazo.

4. 2. TRATAMIENTO PARA LA CUANTIFICACION DE AMONIO Y LA
EXTRACCION DE PROTEINA

Las células OK-P fueron sembradas en placas de 7854 mm? para extraccion de
proteina y en placas de 6 pocillos (962 mm?) para cuantificacién de amoniaco. Una vez
alcanzada la confluencia, fueron adaptadas durante 24 horas a 0,1 mM, 1 mM y 2 mM
de Pi, adicionado en medio DMEM sin fosfato al 0,2% SFB. Durante estas 24 horas la
concentracién de CO; del incubador se incrementd al 10% para evitar la alcalinizacion
del medio, debido a la elevada concentracion de bicarbonato en el medio DMEM.
Cuando finalizé la adaptacion, las placas fueron colocadas en hielo para evitar la
activacion de su metabolismo y retirar el medio de cultivo rdpidamente (evitando
cambios de pH). A continuacion, se prosiguié con el procedimiento especifico para cada

extraccion.
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5. CUANTIFICACION DE AMONIACO

Para la cuantificacién de amoniaco se utilizé el Ammonia Assay Kit (KA0810) de
Abnova. Las células fueron homogeneizadas en el Assay Buffer del kit y se centrifugaron
para eliminar el material insoluble. Al sobrenadante diluido 1/5 se le afadid el
preparado de la reaccidon que contiene OxiRed, que reacciona con el amoniaco de la
muestra generando color. La reaccion se incubd a 37°C durante 60 minutos protegida
de la luz y se midid la absorbancia a 570 nm en el lector de placas DTX 880 Multimode

Detector (Beckman Coulter).

Se normalizé la cantidad de amoniaco con la cantidad de proteina presente en las

muestras.

6. MEDICION pH INTRACELULAR

La medicién del pH intracelular se realizé con el pHrodo Green AM (Life
Technologies), un fluorocromo sensible a los cambios de pH entre 4 y 9, por lo que
incluye el rango fisiolégico de pH citoplasmatico. La técnica se basa en la capacidad del
pHrodo Green AM de atravesar la membrana plasmatica de las células de forma no
invasiva. Tras su entrada queda retenido debido a la eliminacién de sus grupos esteres

por esterasas no especificas.

Ademas del pHrodo Green AM, se uso el Intracellular pH Calibration Buffer Kit de
Invitrogen, que consigue la fijacion de un pH intracelular determinado a partir de un
tampodn extracelular (pH 4.5, 5.5, 6.5 y 7.5). Mediante la realizacién de una recta de

calibrado con al menos tres puntos diferentes de pH se calculd el pH de las muestras.

6. 1. MEDICION pH INTRACELULAR INICIAL
6.1.1. Reactivos

e pHrodo Green AM y Powerload concentrate de Life Technologies.

e Intracellular pH Calibration Buffer Kit de Invitrogen.

e Tampdn con Na* (145 mM NaCl, 7 mM HEPES-Tris pH 7.4, 5 mM KCI, 1 mM
CaCly, 1 mM MgClz, 2 mM Glucosa).
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6.1.2. Procedimiento

Previamente al sembrado de las células OK, las placas de 96 pocillos estériles para
fluorescencia fueron tratadas con Poli-L-Lisina al 0,01% durante 1 hora. Seguidamente

se sembraron las células con medio DMEM:F12 al 10% SFB.

Cuando las células alcanzaron la confluencia fueron adaptadas a las diferentes
concentraciones de Pi durante 24 horas. Para ello se us6 medio DMEM sin fosfato al
0,2% SFB suplementado con 0,1 mM, 0,5 mM y 1 mM de Pi (incubadora al 10% de CO,).
Tras el periodo de adaptacidn, se aspird el medio y se reemplazo por Live Cell Imaging

Solution (LCIS) de Gibco.

Al mismo tiempo se prepard la solucién de trabajo, diluyendo el pHrodo en
Powerload concentrate, que facilita la entrada del fluorocromo en la célula, y a su vez

en LCIS, con las concentraciones correspondientes de Pi para cada condicion.

Se reemplazé la solucién de lavado con la solucidn de trabajo con pHrodo Green 'y
se incubaron las células durante 30 minutos a 37°C en estufa (Indelab). A continuacién,
se retird la solucidn fluorescente y tras los lavados, se incubd durante 5 minutos con el
tampon con Na* para equilibrar las células. La medida inicial de fluorescencia se realizo
en este punto a Ex/Em=485/535 nm en el lector de placas DTX 880 Multimode Detector

(Beckman Coulter) atemperado a 37°C.

En los pocillos de calibracidn, se incubd con el pHrodo Green AM igualmente
durante 30 minutos a 37°C, pero tras lavar, se incubd durante 5 minutos a 37°C con los

diferentes tampones de calibracién con 10 uM de Valinomicina/Nigericina.
6. 2. PROTOCOLO DE RECUPERACION DE pH INTRACELULAR

El protocolo de recuperacion (Figura M3) se basa en la premisa de que al afiadir
NH4Cl al medio se produce la alcalinizacién de las células debido a la entrada de NHs de
forma pasiva al interior de las células donde se une a H*. Cuando los niveles de NH3
intracelular y extracelular se equilibran, el NH4* del medio puede entrar en la célula 'y
disociarse en NHs y H*, causando una lenta acidificacidon debido a su entrada gradual.

Cuando se quita el NH4Cl del medio, el NH3 difunde hacia el exterior por lo que produce
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un descenso rdpido y acusado del pH, que se verd aumentado por la disociacidon del NH4*
presente en la célula en NHsz y H*, realizado con el fin de mantener el equilibrio en el
interior de la célula. En la ultima fase, la célula trata de ajustar su pH a los valores
previos, sacando los H* generados en exceso en la fase anterior mediante transporte

activo (133).

PH;
A

NH, Exposare
P—_—

» Time

Figura M3: Esquema del protocolo de recuperacién de pH con NH3Cl. Imagen modificada de Ozkan
et Mutharasan (2002).

6.2.1. Reactivos

e Tampodnsin Na* (125 mM N-metil-D-glucamina, 7 mM HEPES-Tris pH 7.4, 5 mM
KCl, 1 mM CaClz, 1 mM MgCly, 2 mM Glucosa).

e Tampon con Na* (145 mM NaCl, 7 mM HEPES-Tris pH 7.4, 5 mM KCI, 1 mM
CaCly, 1 mM MgClz, 2 mM Glucosa).

e 1M NH4CI.

6.2.2. Procedimiento

Tras la medida inicial de pH intracelular que supone el momento en el cual se realiza
la primera calibracion, se llevd a cabo el protocolo de recuperacion de pH intracelular.
En primer lugar, se incubaron las células con 20 mM de NH4Cl diluido en tampdn sin Na*
durante 5 minutos. En estos 5 minutos se realizaron dos medidas de fluorescencia. A
continuacion, se hizo un lavado con el tampdn sin Na* y se realizaron de nuevo dos
medidas de fluorescencia separadas por 2 minutos. En este punto se realizé una segunda
calibracion. Para finalizar, se adicioné el tampdn con Na* para poder observar la
recuperacion de las células y se realizaron medidas cada 2 minutos. Simultaneamente

se realizd la ultima calibracion.
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7. PREPARACION DE VESICULAS DE MEMBRANAS DE BORDE EN
CEPILLO

Existen diferentes técnicas para la preparacion de vesiculas de membrana de borde
en cepillo (BBMV, Brush Border Membrane Vesicles) aunque la mdas ampliamente
utilizada ha sido la purificacién mediante cationes divalentes como el Ca*y el Mg?*. Este
método permite aislar fragmentos de las membranas apicales de borde en cepillo de
enterocitos del intestino delgado y de células del tubulo contorneado proximal del
rifidn, y su posterior distribucion formando vesiculas. El epitelio de estos tejidos se
encuentra polarizado, con una mayor densidad de cargas negativas en la superficie de
las membranas de borde en cepillo del extremo apical, lo cual impide la unién de los
cationes divalentes y la formacién de agregados que si se forman con el resto de

membranas que precipitan al centrifugar a bajas revoluciones.

En el proceso de purificacion se usé Mg?*, ya que el Ca%* puede activar fosfolipasas
causantes de alteraciones en la composicion lipidica. Con el fin de enriquecer el
porcentaje de membranas apicales obtenidas se realizéd una doble precipitacién con
Mg?*, ya que aumenta hasta en 15 veces la concentracién de proteina respecto al

homogeneizado inicial (134).
7.1. EXTRACCION DE LAS MUESTRAS

Tras el sacrificio de las ratas, se extrajeron los tejidos de interés lo mas rapido

posible, manteniéndolos en solucién salina fisioldgica 0,9% NaCl a 4°C en hielo.

El intestino delgado fue cortado en las tres secciones que lo forman (duodeno,
yeyuno e ileon) y cada una de ellas fue lavada con solucién salina fria para eliminar
restos del contenido intestinal. Posteriormente, fue cortado longitudinalmente con una
tijera de punta roma y se realizd el raspado de la mucosa con la ayuda de un

portaobjetos de vidrio.

El rifdn, previamente descapsulado, fue diseccionado con la ayuda de un bisturi y

una tijera para separar la corteza de la médula renal.
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Ambos tejidos fueron recolectados en microtubos de 2 ml y congelados

automaticamente en hielo seco para su posterior traslado y almacenamiento a -80°C,

donde permanecieron hasta la preparacioén de las vesiculas.

7.2. PREPARACION DE BBMV DE CORTEZA RENAL

7.2.1 Reactivos

Tampodn | (300 mM Manitol, 5 mM EGTA, 16 mM Hepes-Tris pH 7.5, 0,5 mM
PMSF).
Tampon I (300 mM Manitol, 16 mM Hepes-Tris pH 7.5).

1 M MgCl; disuelto en agua y filtrado.

7.2.2. Procedimiento
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El protocolo llevado a cabo para preparar BBMV de corteza renal fue el siguiente:

Los fragmentos de corteza renal fueron homogeneizados en 15 ml de tampdn
I 2 15000 rpm con el homogeneizador Diax 600 de marca Heidolph.

Choque osmético: se afiadieron 15 ml de agua ultrapura fria con el fin de crear
un medio hipotdnico que ayude a fragmentar las membranas celulares.
Primera precipitacion por Mg?*: se afiadieron 450 ul MgCl,a 1M para alcanzar
una concentracion final entre 15-20 mM. Se incubd en hielo durante 15
minutos, agitando cada 5 minutos.

Se centrifugaron a 3000 g durante 15 minutos a 4°C. En el sobrenadante se
encuentran los fragmentos de las membranas apicales, mientras que en el
precipitado estdn los restos celulares y de otras membranas (fraccién
microsomal).

Los sobrenadantes fueron centrifugados a 30000 g, 30 minutos a 4°C. A
continuacion, se eliminaron los sobrenadantes y los pellets fueron
resuspendidos en 1 ml del tampdn |. La homogenizacién se realizd con una
jeringa provista de una aguja de 20G y 15 golpes, y al menos otros 15 golpes

mas con una aguja de 25G.



Segunda precipitaciéon por Mg?*: se afiadieron los 14 ml restantes de tampdn
[, 15 ml de agua ultrapuray 450 pl MgCl, 1M. Se incubaron en hielo durante al
menos 15 minutos, agitando cada 5 minutos.

Se centrifugaron las muestras a 3000 g durante 15 minutos a 4°C.

Los sobrenadantes fueron centrifugados a 30000 g, 30 minutos a 4°C. De
nuevo se eliminaron los sobrenadantes resultantes y los pellets fueron
resuspendidos en 100 pl de tampdn Il de la misma manera que en la anterior

homogenizacion con agujas de 20G y 25G.

7.3. PREPARACION DE BBMV DE INTESTINO DELGADO

7.2.1 Reactivos

Tampodn | (300 mM Manitol, 5 mM EGTA, 16 mM Hepes-Tris pH 7.5, 0,5 mM
PMSF).
Tampon I (300 mM Manitol, 16 mM Hepes-Tris pH 7.5).

1 M MgCl; disuelto en agua y filtrado.

7.2.2. Procedimiento

En el caso de las muestras de mucosa intestinal se siguié el mismo protocolo que

con la corteza renal con unas minimas variaciones:

Las mucosas intestinales fueron homogeneizadas en 15 ml de tampdn | a
15000 rpm durante 60 segundos con el homogeneizador Diax 600 de marca
Heidolph.

Choque osmético: se afiadieron 22 ml de agua ultrapura fria con el fin de crear
un medio hipotdnico que ayude a fragmentar las membranas celulares.

Las muestras fueron centrifugadas a 38000 g durante 35 minutos a 4°C. El
sobrenadante fue retirado, ya que contiene principalmente proteinas del
reticulo endoplasmatico y del aparato de Golgi. El pellet fue resuspendido en
15 ml de tampdn | con la ayuda de una aguja de 18G hasta que no se vio ningun
fragmentoy 15 golpes con una aguja de 20G. Antes de la primera precipitacién,

se afiadieron 21,5 ml de agua ultrapura fria.
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Primera precipitacion por Mg?*: se afiadieron 555 ul MgCl,a 1M para alcanzar
una concentracion final de 15 mM. Se incubaron en hielo durante 15 minutos,
agitando cada 5 minutos.

Se centrifugaron a 2500 g durante 15 minutos a 4°C. En el sobrenadante
resultante se encuentran los fragmentos de las membranas apicales, mientras
gue en el precipitado estan los agregados de otras membranas y restos de
tejido sin homogenizar.

Los sobrenadantes fueron centrifugados a 38000 g, 35 minutos a 4°C. A
continuacion, se eliminaron los sobrenadantes y los pellets fueron
resuspendidos en 1 ml de tampdn I. La homogenizacidn se realizé con agujas
de 18G y 20G de la misma forma que con los pellets anteriores.

Segunda precipitaciéon por Mg?*: se afiadieron los 14 ml restantes de tampdn
[, 21,5 ml de agua ultrapura fria y 555 pl MgCl, 1M. Se incubaron en hielo
durante al menos 15 minutos, agitando cada 5 minutos.

Se centrifugaron las muestras a 2500 g durante 15 minutos a 4°C.

Los sobrenadantes fueron centrifugados a 38000 g, 35 minutos a 4°C. De
nuevo se eliminaron los sobrenadantes resultantes y los pellets fueron
resuspendidos en 100 ul de tampdn Il con una aguja de 25G hasta que no

guedaron fragmentos de pellet.

Previamente a la utilizacién de las BBMVs obtenidas, se cuantificd la concentracion

de proteina mediante el método del acido bicinconinico (BCA). Las BBMVs utilizadas

para transporte se usaron en las 24 horas siguientes a su obtencidon y fueron

almacenadas a 4°C. Las BBMVs destinadas a realizar Western-Blot fueron congeladas a

-20°C hasta su utilizacion.

8. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINA

8. 1. EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL EN CELULAS OK

Tras quitar el medio de cultivo, se lavd 2 veces con PBS frio y se incubd con el

tampon RIPA (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% glicerol, 1% CHAPS y 1X inhibidor

de proteasas) durante 30 minutos en agitacién a 4°C. A continuacion, se procedio al
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raspado de la superficie del pocillo y su homogenizacion a través de una aguja de 20G.
Para finalizar se centrifugd a 13500 g durante 20 minutos a 4°C y se separd el

sobrenadante, en el cual se encuentra la proteina total.

8. 2. EXTRACCION DE PROTEINA DE MEMBRANA PLASMATICA EN
CELULAS OK

Con el fin de obtener las proteinas presentes en la membrana plasmatica de las
células OK-P se utilizé el Pierce Cell Surface Protein Isolation Kit de Thermo Scientific,
con ciertas variaciones en el protocolo. Esta técnica se basa en el marcaje con biotina

de las proteinas presentes en la superficie de las células y su posterior aislamiento.
8.2.1. Reactivos

e Solucidén salina 0,9% NaCl.
e Reactivos provistos en el Pierce Cell Surface Protein Isolation Kit (89881):
o Sulfo-NHS-SS-Biotina
o Solucidén de quenching o finalizacién
o Solucion de lavado
o NeutrAvidin agarosa
e Solucidén de biotinilacién (10 mM trietanolamida pH 7.4, 2 mM CaCly, 150 mM
NaCl, 3 mg/ml sulfo-NHS-SS-Biotina).
e Inhibidor de proteasas: Protease Inhibitor Cocktail Tablet de Santa Cruz (sc-
29130).
e PBS.
e Solucién de lisis (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1% triton X-100).
e SDS-PAGE Sample Buffer (62,5 mM Tris-HCl pH 6.8, 1% SDS, 10% glicerol).
e Ditiotreitol (DTT).

8.2.2. Procedimiento

En primer lugar, se lavaron las placas de 6 pocillos (962 mm?) con solucidn salina

0,9% NaCl fria, ya que era preciso lavar con un tampon libre de Piy grupos amino.
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8.2.2.1. Biotinilacién

Se incubd la placa con la solucidn de biotinilacion durante 1 hora a 4°C en agitacién
suave. Tras aspirar la solucidn de biotinilacion, se incubo con 10 ml de PBS frio y 500 pl
de solucion de quenching durante 20 minutos a 4°C en agitacidn. A continuacion, se lavd

tres veces con PBS frio.

8.2.2.2. Lisis celular

Se afiadieron 500 pl de tampon de lisis con inhibidor de proteasas y se paso el
contenido de la placa a un tubo de 2 ml. Con el fin de asegurar la lisis total de las células
se procedié a resuspender el contenido con una aguja de 23G y se dejaron las muestras
en hielo durante 30 minutos. Se centrifugaron a 10000 g, 2 minutos a 4°C obteniendo

un sobrenadante que contenia la proteina total de la muestra.

8.2.2.3. Precipitacién

Se anadid el sobrenadante en las columnas del kit, previamente tratadas con
NeutrAvidin agarosa, y se incubaron en agitacion toda la noche a 4°C. De esta manera

las proteinas biotiniladas quedaron unidas a la columna.

8.2.2.4. Elucién

Se procedié al lavado de las columnas para eliminar el resto de proteinas no
biotiniladas. Las proteinas biotiniladas se extrajeron de la columna incubando con 400
pl de SDS-PAGE sample buffer con DTT a 50 mM durante 60 minutos, a temperatura
ambiente y en agitacion. Finalmente, se centrifugd a 1000 g durante 2 minutos,
obteniendo las proteinas biotiniladas que una vez afiadido el azul de bromofenol al
0,005 %, se encontraron listas para cargar en geles de poliacrilamida/SDS para separar

en funcién de su peso molecular mediante electroforesis.

8.3. METODO BCA

La cuantificacion de proteinas se llevd a cabo mediante el método BCA, el cual se
basa en la reduccién de Cu?* a Cu*, producida por las proteinas en un medio alcalino.

Dicha reaccion es detectada mediante la formacion de un complejo de dos moléculas de
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acido bicinconinico (BCA) con un ion de Cu*, dando lugar a una coloracién purpura

detectable a 562 nm. El kit usado fue Pierce BCA Protein Assay Kit de Thermo Scientific.

Se siguid el protocolo del kit para placas de 96 pocillos realizando duplicados tanto
de las muestras como de los estandares. La concentracidén de proteina de nuestras
muestras fue determinada en referencia a una curva de calibrado de albumina sérica
bovina (BSA). El rango de deteccion del kit es de 20 a 20.000 pg/ml, por lo que en caso
de ser necesaria la dilucion de las muestras se tuvo en cuenta para el cdlculo de la
concentracion. Finalmente, la medicion de absorbancia se realizé en el lector de placas

DTX 880 Multimode Detector de Beckman Coulter.

9. WESTERN-BLOT

El Western-Blot, inmuno-blot o inmunoadsorcidn, es una técnica que analiza la
expresion proteica de uno o varios genes especificos, y que fue descrita por primera vez
por Towbin et al. en 1979. La técnica se basa en la deteccion inmunoespecifica de
proteinas previamente separadas en funcidn de su peso molecular, mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. Para ello, a las proteinas se les
adiciona un tampodn de carga con detergente anidnico, que aporta uniformidad de
cargas eléctricas, densidad, color y mantiene un pH adecuado, ademds de provocar la
desnaturalizacion y reduccion de las proteinas. Posteriormente, las proteinas son
transferidas a una membrana que las une e inmoviliza, permitiendo asi la unién de

anticuerpos especificos frente a la proteina de interés.
9.1. Reactivos

e Tampén de carga (63 mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol y 0.005% azul de
bromofenol).
e [-mercaptoetanol.
e Geles electroforesis:
o Gel concentrador o stacking gel (5% acrilamida, 0,125 M Tris-HCI pH 6.8,
0,09% APS y 0,1% Temed): las proteinas son cargadas en él y se encarga

de concentrarlas como paso previo al segmento separador.
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o Separador (10% o 8% de acrilamida, 0,38 M Tris-HCI pH 8.8, 0,09% APS y
0,1% Temed): separa las proteinas en funcion de su peso molecular.
e Buffer de electroforesis (0,012 M Tris-base, 0,1 M glicinay 0,1% SDS).
e PBS-T: PBS +0,1% Tween 20.
e Solucidon de bloqueo de la membrana: 5% de leche en polvo desnatada disuelta

en PBS-T.

9.2. Procedimiento

En primer lugar, se prepararon las muestras calculando la concentracidon de
proteina deseada (20-50 pg) a combinar con el tampdn de carga, al cual previamente se
afiadié B-mercaptoetanol a una concentracion final del 5%. Ademas, las muestras
fueron tratadas durante 30 minutos a 37°C para asegurar la total

desnaturalizacion/reduccion.

A continuacidn, se procedid a cargar las muestras en los pocillos del gel que
previamente hemos preparado con el porcentaje de acrilamida deseado en funcién del
peso molecular de la proteina de interés. Las proteinas se separaron en el gel mediante
electroforesis junto con un indicador de peso molecular Precision Plus Protein Dual
Color de BioRad, a un voltaje constante de 100 mV durante al menos 1 hora y 45
minutos, donde migraron en funcién de su peso molecular hacia el polo positivo de la
cubeta. Todo el proceso se realizé dentro de una cubeta Mini-PROTEAN Tetra Cell de
BioRad, con Buffer de electroforesis en su interior y la fuente de alimentacion utilizada

fue PowerPac Basic de BioRad.

Las proteinas presentes en el gel se transfirieron a una membrana de difluoruro de
polivinilideno (PVDF) por medio de un Trans-Blot Turbo de BioRad. El programa utilizado
consistié en 2,5 A y 25 V durante 10 minutos. Posteriormente, para evitar uniones
inespecificas, las membranas fueron incubadas con la solucién de bloqueo que contiene

leche en polvo desnatada al 5%, durante 1 hora en agitacion (50 rpm).

Las membranas se incubaron con el anticuerpo primario de eleccién disuelto en

PBS-T en agitacion suave durante toda la noche a 4°C o a temperatura ambiente con
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azida de sodio al 0,02%. Las concentraciones y diferentes variaciones en el protocolo en

funcién del anticuerpo primario utilizado aparecen en la tabla.

Al dia siguiente se procedié al lavado de las membranas con PBS-T en agitacién
durante 10 minutos 3 veces y la incubacion con el anticuerpo secundario
correspondiente conjugado con peroxidasa, durante 1 hora en agitacidén suave. Para
finalizar, se lavaron las membranas de nuevo y se procedid a la deteccion
guimioluminiscente, mediante el kit Clarity Western ECL Subtrate de BioRad. La sefial
luminosa resultante de la oxidacion del luminol por la peroxidasa, fue captada por

Versadoc 4000 MP de BioRad.

Dilucién
Anticuerpo primario anticuerpo T2 Anticuerpo secundario
primario
B-Actina 1:2000 T2 Antimouse 1:20.000
Santa Cruz (sc-69879) ambiente Sigma (NA931V)
NHE3 110 4°C Antimouse 1:20.000
Orson W. Moe (135) Sigma (NA931V)
NHE3 [P-Ser 552] 1:1000 T2 Antimouse 1:20.000
Novusbio (110-81529) ambiente Sigma (NA931V)
NaPi4 1:2000 K Antirabbit 1:20.0000
Davids Biotech (136) ambiente Invitrogen (31460)
V-ATPasa subunidad B 1:500 T2 Antirabbit 1:20.000
GenScript (A00960-SZ) ambiente Invitrogen (31460)
NaPi2a 1:3000 T2 Antirabbit 1:30.000
Davids (1,5 mg/ml) ambiente Invitrogen (31460)
NaPi2b . Antirabbit 1:20.000
Bioworld (BS71794) 1:500 ac Invitrogen (31460)
Slc4al . Antirabbit 1:20.000
Invitrogen (PA5-80030) 1:4000 ac Invitrogen (315609

10. ANALISIS INMUNOADSORBENTE LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

La técnica ELISA permite la identificacion de un determinado antigeno
perteneciente a una proteina, a través de su unién a un anticuerpo especifico que a su
vez esta conjugado con una enzima que cataliza una reaccion colorimétrica que
podemos determinar mediante un espectofotémetro. Los detalles de la técnica variaran

en funcidn del tipo de ELISA.

57



Los ELISA utilizados fueron kits comerciales basados en dos técnicas: ELISA
sandwich, que utiliza dos anticuerpos especificos que reconocen al antigeno; y ELISA
competitivo, que usa un antigeno de referencia que competira con el antigeno particular
de la muestra por la unién al anticuerpo. En los ELISA competitivos a mayor absorbancia
generada menor concentracion de proteina de la muestra, lo que produce una
correlacién inversa entre la concentracion de antigeno en la muestra y el desarrollo de

color en el ensayo.

La medicidén en plasma sanguineo de las diferentes fosfatoninas y hormonas se

realizo con los siguientes kits comerciales:

e PTH: Rat Intact PTH ELISA Kit de Inmunotopics (60-2500) con plasma sin diluir.

e FGF-23: FGF-23 ELISA kit de Kainos Laboratories (CY-4000) con plasma sin diluir
o diluido 1:2 en altas concentraciones.

e Klotho: Rat Klotho (KLOT) Elisa kit de Blue gene (E02K0027) con plasma sin
diluir.

e MEPE: Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit for Matrix Extracellular
Phosphoglycoprotein (MEPE) de Cloud-Clone Corp (SEB232Ra) con plasma sin
diluir.

e Triyodotironina (T3): Rat Tri-iodothyronine (T3) ELISA kit de Cusabio (CSB-
E05085r) con plasma diluido 1:2.

e Vitamina D3: se midio la 25-hidroxivitamina D3, forma inactiva de la vitamina
Ds, en el estudio sobre privacién de Pi ya que se mantiene durante mas tiempo
estable en el plasma sanguineo, con el Vitamin D EIA kit de Cayman Chemical
(501050) con una dilucion 1:10 de las muestras. En el estudio sobre
adaptaciones de Pi se midio calcitriol, forma activa de la vitamina D3, con el
General Calcitriol ELISA Kit de EIAab (E0467Ge) usando plasma diluido 1:50.

e SFRP4: se uso el Rat Secreted Frizzled-Related Protein 4 (SFRP4) ELISA kit de
Cusabio (EL021140RA) para el estudio de privacion de Pi y el Enzyme-linked
Immunosorbent Assay Kit for Secreted Frizzled Related Protein 4 (SFRP4) de
Biomatik (EKU07221) en el estudio sobre adaptaciones de Pi. En ambos casos

se usaron las muestras sin diluir.
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e T4: Rat thyroxine (T4) ELISA Kit de Cusabio (E05082r) con una dilucién 1:2.

e Dopamina: Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit for Dopamine de Cloud-
Clone Corp (CEA851Ge) con una dilucion de los plasmas de 1:2.

e Insulina: Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit for Insulin de Could-Clone
Corp (CEA448Ra) con una dilucién del plasma 1:2.

e Corticoesterona: Rat CORT ELISA kit de Elabscience (EL-0160) con dilucion 1:2.

En orina para la cuantificacion de la deoxipiridinolina (DPD) en el estudio privacién
de Pi se utilizé el MicroVue DPD EIA kit de Quidel (8007) usando la dilucién 1:25 sobre

la dilucién 1:10 marcada en el protocolo.
11. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE RNA

11. 1. EXTRACCION DE RNA EN HUESO

La extraccién de RNA en hueso se realizd en tibias de rata, en las que previamente
se extrajo la medula dsea. El hueso fue triturado en un mortero con nitrégeno liquido y
el polvo obtenido se incubd con Trizol (TRI Reagent de Sigma-Aldrich) durante 1 hora a
temperatura ambiente. A continuacion, se centrifugd para eliminar el material insoluble
y se adiciond 1-bromo-3-cloropropano en proporcién 1:10 al volumen utilizado de Trizol.

Tras centrifugar se habra separado el contenido en tres fases:

e Fase acuosa: contiene el RNA.
e Interfase: contiene el DNA.

e Fase roja orgdnica: contiene la proteina.

En este caso nos intereso la fase acuosa que fue mezclada en proporcion 1:1 con
etanol 95-100%. A partir de este punto se continud con la extraccién mediante el
método de filtrado por columnas con el kit Quick-RNA Miniprep (Zymo Research),
incubando con la DNAsa | contenida en el propio kit, para eliminar posibles fragmentos

de DNA.
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11. 2. EXTRACCION RNA CORTEZA RENAL Y YEYUNO

En la extraccién de RNA de corteza renal y yeyuno se siguid el protocolo del TRI
Reagent (Sigma-Aldrich) utilizado en hueso, con la variacion de que el tejido fue
homogeneizado directamente en trizol con el homogeneizador Diax 600 de marca
Heidolph. Una vez obtenida la fase acuosa que contiene el RNA se continud la extraccion
con el kit Quick-RNA Miniprep (Zymo Research) y el sistema de filtracidn por columnas

ya descrito.

11. 3. CUANTIFICACION Y ANALISIS DE LA CALIDAD DEL RNA
EXTRAIDO

La concentracién del RNA obtenido se determindé con un espectrofotémetro
Nanodrop (Thermo-Fisher) a 260 nm, evaluando su pureza con la relaciéon de

absorbancias a 260/280 y 260/230.

Adicionalmente, la calidad del RNA se valoré realizando una electroforesis en gel de
agarosa desnaturalizante. La visualizaciéon se realizd6 mediante excitacion con luz
ultravioleta con el aparato Geldoc 1000 de Bio-Rad. En el RNA no degradado se aprecian
dos bandas claras pertenecientes al RNA ribosémico, 28S y 18S (subunidad mayor y
subunidad menor respectivamente), con una intensidad de la banda del 28S de, al
menos, el doble que la del 18S. Igualmente no se observo la acumulacién de RNA de

pequenos tamafos, caracteristico del RNA degradado.

12. RETROTRANSCRIPCION DEL RNA

El RNA fue retrotranscrito a cDNA mediante el uso de una retrotranscriptasa
(PrimeScript RT reagent kit de Takara), para su posterior cuantificacion mediante PCR
en tiempo real. Cada muestra fue incubada en un termociclador MJ Mini de Bio-Rad
durante 15 minutos a 37°C y posteriormente, 5 segundos a 85°C, pasados los cuales

pudo ser almacenada a 4°C 0 a -20°C hasta su uso.
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13. PCREN TIEMPO REAL

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) se basa en la capacidad de la enzima
TaqDNA polimerasa de amplificar un fragmento de DNA de forma exponencial. En la PCR
en tiempo real la cantidad de DNA se mide tras cada ciclo mediante el uso de un

fluorocromo que se intercala en el producto de PCR, en nuestro caso SYBR Green I.

El kit de PCR en tiempo real usado fue SYBR premix Ex Taq Il (Takara) y se realizé en

un LightCycler 1.5 de Roche.

El protocolo seguido fue el siguiente:

Desnaturalizacion: 95°C, 5 segundos, 20°C por segundo.

Amplificacion: 40 ciclos.
= 95°C, 5 segundos, 20°C por segundo.
=  60°C, 20 segundos, 20°C por segundo.

Curva de fusion o de Melting:
= 95°C, 0 segundos, 20°C por segundo.
= 65°C, 15 segundos, 20°C por segundo.
=  95°C, 0 segundos, 0,1°C por segundo.

Enfriamiento: 40°C, 30 segundos, 20°C por segundo.

Se us6 como gen de referencia endogeno, la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) y en todos los casos se conté con un calibrador y un control

negativo. Los cebadores usados a una concentracion final de 0,4 uM fueron los

siguientes:
Gen Sentido Antisentido
GADPH TCCAGTATGACTCTACCCACG CACGACATACTCAGCACCAG
Runx2 CTGCCGAGCTACGAAATGCC GGCCACTTGGGGAGGATTTG
TNAP CAGAGAAAGAGAAAGACCCCAG CTGTCACTGTGGAGACGC
PHOSPHO1 | GCTTCCTCCTGACCTTCGAC AGACGCGTTGCATGTACTCA
OPG CTCACTTGGCCTCCTGCTAA CTTCGCACAGGGTGACATCT
ospP CCAGCCAAGGACCAACTACA AGTGTTTGCTGTAATGCGCC
Dkk1 ATTGGAAGGGTGGGAATGTGA AAGTTGGTGGGTTTCCTTCCA
Dkk2 GGCATAGGGATCGCAACCAT TGAGGCATCTTGGAGTGTGG
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Dkk3 ACACAGCCACAGTCTGGTAT CTCCTCAAATGCCATCTCCTG
ActR2a TGCGGGGATTGTCATTTGTG TCCAGGGTCCTGAGTAGGAA
Sfrp4 TGGCAACGTACCTGAGCAAA AATTGGTGATGAGGGGGACTTG
Acp5 (TRAP) | ATGGGCGCTGACTTCATCAT GGCAATTTGTGCCGAGACAT
Ctsk AAGTGCAGAGGGTACAGAGAGA ACGGTCGCAGTTTTCGTCAT
CtsS CGTACGACGTCTCATCTGGG TCTCCCATGTGGTTCATGCC
OCN GTCTGACAAAGCCTTCATGTCC TCGTCACAATTGGGGTTGAG
Sost AACCAGACCATGAACCGGG GTCACGAAGCGGGTGTAGTG
RANKL AGCATCGCTCTGTTCCTGTA CGAGTCCTGCAAACCTGTAT
B-catenin | TGCCATGTTCCCTGAGACAC GCGCTGGACATTAGTGGGAT
Fzdl AGTTCTGGACCAGCAATCCG CAGGAGAACTTTCCCCGCTC
Fzd2 TCCTCAAGGTGCCGTCCTAT CGAGAAGAACATGGAGCCGT
Lrp5 ACCTTATCCTACCCCTACACG CCCAGTAGATGAACTTGTCCAG
Lrp6 ATCCGTCGCTCCTTCATTG CTTCTATCCGATCAGTGCCAG
Wifl AGAGCAGTGTGAACTCAGCAA CTCGCAGACAGACTTGCTTTT
Slc4al CCCTTGTGCTTATGGTTGGT ACCGAGAGTTTCTGCGTGTA

Los resultados fueron analizados por el programa LightCycler Software 4.05, de

Roche que se basa en el método AACT o AACq de cuantificacion relativa.

14. ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA OSEA EN TIBIAS

Las tibias fijadas por inmersion en paraformaldehido al 3% fueron enviadas a la
Unidad de Imagen Preclinica (Bioterio) de Oviedo para analizar su estructura dsea
mediante microtomografia computerizada (microCT) 3D de rayos X. Esta técnica realiza
una reconstruccion 3D del hueso mediante la cuantificacion de la capacidad de

absorcion del tejido de rayos X emitidos desde diferentes angulos.

En el estudio microestructural del hueso trabecular se obtuvo una serie de variables

cuantitativas:

e BV/TV: Porcentaje de hueso presente en la regidn de interés (ROI).

e Connectivity density (Conn.Dn): Nimero de conexiones trabeculares.
e Trabecular pattern factor (Th.Pf): Inverso del indice de conectividad.
e Trabecular Thickness (Th.Th): Grosor de las trabéculas.

e Trabecular Number (Tbh.N): Niumero de trabéculas.

e Trabecular Separation (Th.Sp): Separacién trabecular.
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En el caso del hueso cortical los parametros analizados incluyeron:

e Cortical surface/Volume ratio (BS/BV): Relacion entre la superficie cortical y el
volumen del hueso cortical en un punto sin tener en cuenta los poros.

e Cortical thickness (Ct.Th): Grosor del hueso cortical con los poros.

e Cortical pore diameter (Ct.Po.Dm): Didmetro del poro cortical.

e Cortical bone porosity (Ct.B.Po): Porosidad del hueso cortical.

Los indices de densitometria volumétrica evaluados fueron la densidad mineral
Osea (BMD) y la densidad mineral del tejido (TMD). La BMD es la densitometria ésea de
la hidroxiapatita calcica en un tejido bioldgico en términos de g/cm3, por lo que tendra
en cuenta tanto tejido éseo (hueso trabecular incluido) como tejido blando en el caso
de que lo hubiera. En la TMD la densidad se restringe al hueso calcificado
(preferentemente cortical) desechando el tejido blando de alrededor o de menor
densidad por lo que no tiene en cuenta el hueso trabecular, a no ser que alcance un

minimo de espesor.

15. TRANSPORTE DE FOSFATO EN BBMV

Las vesiculas no son estructuras vivas, por lo que no generan energia, el transporte
sodio dependiente no se encuentra en funcionamiento y la osmolaridad de las

soluciones utilizadas debe ser ajustada en funcién del transporte que se quiera realizar.
15.1. Reactivos

e Acido ortofosférico como radionucleido de 3?P de Perkin Elmer.
e Soluciones utilizadas:
o Solucidén de preincubacion (5 mM KH2PO4 y K;HPO4 a pH 7.4).
o Solucién de transporte (100 mM NaCl o Colina, 0,05 mM PO4, 70 mM
Manitol, 10 mM Hepes-Tris a pH 7.4 y 10 uCi/ml de 32P).
o Solucién Stop (100 mM NacCl, 100 mM Manitol y 10 mM TrisCl a pH 7.4).
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15.2. Procedimiento

El transporte 32Pi fue determinado mediante la técnica de filtracién rapida. En
primer lugar, se filtrd la solucion de transporte a través de filtros con un tamafio de poro
de 0,22 um, una vez afiadido el 3%Pi. Seguidamente se incubaron 5 pl de BBMV, a una
concentracién proteica de 15 mg/ml, con 45 pl de medio de transporte (100 mM de NaCl
o Colina) durante 10 segundos a temperatura ambiente. Para que el medio sea isotdnico
en su concentracion final se usé concentrado 1.11 veces. A continuacién, se lavaron 4
veces con 3 ml de solucidn stop fria y se filtraron a través de filtros de acetato de celulosa
con un tamafio de poro de 0,45 um de la marca Sartorius o Millipore. Los filtros fueron
previamente sumergidos en solucién de preincubacién. Las vesiculas quedan retenidas

en el filtro gracias a la fuerza idnica de la solucién stop.

Posteriormente, se introdujeron los filtros en tubos adecuados para medir la
radiactividad en modo radiacién Cherenkov, en el contador de centelleo Wallac 1409 de
Perkin Elmer y mas recientemente en el Analizador de Centelleo Liquido TriCarb de
Perkin Elmer, mediante el programa QuantaSmart. Los valores obtenidos fueron
cuentas por minuto (cpm), y con la siguiente férmula se calcularon los picomoles de Pi

por miligramo de proteina vesicular:

(epmg-cpmy,) X [PO,4] x (Vol;) x 1000000

pmol Pi/ mg protein = (Oprmes - opme) X [protein] x V.

Donde,

cpms: cuentas de la muestra Vols:: volumen del estandar pipeteado

cpmy: cuentas del blanco [PO4]: concentracion de fosfato

cpmst: cuentas del estandar [protein]: concentracién de proteina de las vesiculas

Vy: volumen de vesiculas utilizado en el transporte

Para calcular la velocidad de transporte, en la ecuacion se introdujo el tiempo de
transporte, en segundos. Todos los blancos y las muestras fueron realizados por

triplicado, asi como las alicuotas de los estandares.
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16. ESTUDIOS DE TRANSPORTE EN PRESENCIA DE NAD+*, NADH Y
NAM

16. 1. TRANSPORTE DE FOSFATO

El procedimiento general consistio en la preparacion de BBMV de corteza renal y
yeyuno con las que se llevd a cabo el transporte de Pi-32P en medio con Na* con el mismo
procedimiento detallado en el apartado anterior. En estos experimentos se adiciond al
medio de transporte la concentracion indicada de NAD*, NADH o NAM y las muestras
fueron preincubadas con esas mismas concentraciones de NAD*, NADH o NAM durante
30 minutos en hielo, a no ser que se especifique lo contrario. La concentracion de
manitol en el medio de transporte fue ajustada a la de inhibidores con el fin de mantener

la osmolaridad.

Ademds, se realizd el cdlculo de la ICso para NAD* y NADH en corteza renal y yeyuno
y la determinacidn de la constante de inhibicidn (Ki) y del mecanismo de inhibicién de

NAD* en BBMV de corteza renal.
16.1.1. Calculo de 1a ICso

La ICso es la concentracion del inhibidor necesaria para reducir el transporte a la
mitad de la maxima inhibicion obtenida. El calculo de la ICsp se realiza con una
concentracion fija de sustrato y concentraciones variables del inhibidor y, por lo tanto,

varia con la concentracion del sustrato a transportar.

Para NAD* y NADH se usd una concentracion fija de 0,05 mM Pi y las siguientes
concentraciones crecientes de NAD" y NADH: 0, 10, 30, 100, 300 y 1000 uM. Las BBMV
de rifidn y yeyuno fueron preincubadas durante 30 minutos con dichas concentraciones,
previo al transporte con 32Pi, que se realiz6 de la forma habitual, con medio de
transporte con Na* y dichas concentraciones de inhibidor. Los cdlculos cinéticos se

realizaron mediante regresion no lineal, utilizando el programa Prism 9 de GraphPad.
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16.1.2. Calculo de la K; y determinacion del mecanismo de inhibicién

Para el cdlculo de la constante de inhibicién (Ki) y la determinacién del mecanismo

de inhibicién se deben conocer los siguientes parametros:

e Lavelocidad maxima o capacidad de transporte (Vmax).

e Constante aparente de afinidad Michaelis-Menten (Km): es la concentracion de
sustrato (Pi) a la que la velocidad de transporte es la mitad de la Vmax.

e Constante de afinidad aparente observada (Kn°"): es la concentracién de
sustrato (Pi) a la que la velocidad de transporte se reduce a la mitad de la Vmax
cuando se anade el inhibidor (NAD").

e Constante de difusion o unidn inespecifica, que representa el componente no

saturable (Kq).

La Ki representa la afinidad del inhibidor por el transportador y sera independiente
de la concentracidén de sustrato, al contrario que la ICso. Con una inhibicién competitiva,
cuando aumenta la concentracidon de inhibidor la afinidad aparente del sustrato
disminuye (aumenta la Kn), pero la Vmax no se modifica (Figura M4 A). Sin embargo, con

una inhibicién no competitiva la afinidad no varia, es decir, Kmy Kn°

son iguales, pero
la Vmax disminuye (Figura M4 B), por lo que la capacidad global de transporte (V'max)

depende de la afinidad del inhibidor por el transportador (137).

A)

K
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Figura M4: La Ki se determina a través de las siguientes ecuaciones en funcién de si el mecanismo
de inhibicion es competitivo (A) o no competitivo (B).

La K; se obtuvo a través de diferentes curvas de saturacion de Michaelis-Menten
con concentraciones fijas de inhibidor, pero distintas en cada curva. Asi, se realizaron 4
curvas de saturacion con diferentes concentraciones de inhibidor (0, 30, 100 y 300 uM
de NAD) y en cada una de ellas se obtuvo el transporte con concentraciones ascendentes
del sustrato PO4: 0,01 mM, 0,05 mM, 0,25 mM, 1 mM, 3 mM y 6 mM. La K; fue calculada
con un ajuste global usando regresién no lineal de las diferentes curvas de saturacién

con el programa Prism 9 GraphPad.
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16.1.3. Inhibidores de la ribosilacion

Se estudid la inhibicion del efecto de NAD* sobre el transporte de Pi en BBMV de

corteza renal utilizando compuestos inhibidores de la ribosilacién:

e 3-Metoxibenzamida diluida en DMSO a 0,1 mMy 1 mM.
e Metayodobencilguanidina (MIBG) a 0,05 mMy 0,5 mM.
e Bisulfito sédico de menadiona (vitamina K3) a 0,5 mM.

e Novibiocina sal sédicaa 0,1 mMy 1 mM.

e Vitamina K; diluida en etanol a 0,1 mM.

Se realizé el transporte de Pi preincubando dichos inhibidores a las concentraciones
detalladas durante 30 minutos en hielo con NAD*. Ademas, dichos compuestos fueron
adicionados al medio de transporte a la misma concentracion. Se utilizé como control
positivo la muestra sin NAD* y como control negativo la muestra incubada con NAD" sin

inhibidores.

16. 2. TRANSPORTE DE GLUCOPIRANOSIDO MARCADO CON 14C
16.2.1. Reactivos

e 3-O-[**C]Metil-D-Glucopiranosido a 0,2 uCi/pl.
e Soluciones utilizadas:
o Solucién de transporte (100 mM NaCl, 0,1 mM D-Glucopiranosido, 70
mM Mannitol, 10 mM Hepes-Tris a pH 7.4 y 5 uCi/ml de 3-O-[**C]Metil-
D-Glucopiranosa).
o Solucién Stop (100 mM NacCl, 100 mM Mannitol y 10 mM TrisCl a pH
7.4).

e Liquido de centelleo de Amersham International.
16.2.2. Procedimiento

En primer lugar, las BBMV a la concentracién proteica final de 15 mg/ml, fueron
preincubadas con 0,5 mM de NAD*, NADH y NAM durante 30 minutos en hielo. A

continuacion, se incubaron 5 pul de BBMV con 45 pl de medio de transporte durante 10
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segundos a temperatura ambiente. Tras los 4 lavados con 3 ml de solucion stop fria, se
filtraron a través de filtros de acetato de celulosa con un tamafio de poro de 0,45 um de
la marca Sartorius o Millipore. Los filtros fueron previamente sumergidos en agua
ultrapura. Las vesiculas quedan retenidas en el filtro gracias a la fuerza idnica de la

solucidn stop.

Posteriormente, se introdujeron los filtros en tubos y se afiadieron 2 ml de liquido
de centelleo en todos los tubos, incluidos blancos y estdndares. Para finalizar, se
procedid a su medicidn en el contador de centelleo Wallac 1409 de Perkin Elmer. Los

resultados se expresaron en pmol D-Glucopiranosido/mg de proteina/seg.

Todos los blancos y las muestras fueron realizados por triplicado, asi como la

medicion de los estandares.
17. DEMOSTRACION DE LA RIBOSILACION DE NaPi-IIA Y NaPi-IIB

Con el fin de determinar si la inhibicion del transporte de Pi era debida a la
ribosilacion de los transportadores o de proteinas asociadas, se llevaron a cabo varios
experimentos. Uno de ellos consistid en una ribosilacion in vitro, con un marcaje
radiactivo de las proteinas ribosiladas (Figura M5), incubando las BBMV de corteza renal

y yeyuno con 32P-NAD. Tras lavar para eliminar el radiomarcador no unido, se lisaron

/\ con un detergente no idnico y se
\ protein j protein d s . ..
A’%Hf“\ / _ADPRyproteln =] procedié a inmunoprecipitar con
NH §/\ — 0:‘:07», Lo \\‘ . . , .
e $ ,)_T los anticuerpos de interés, NaPi-lla
[/&V NH o .

0 n BBMV de corteza renal y NaPi-I
OO*U*x oy _—) (’Mf N e de orie € y b
S X en BBMV de yeyuno. Para

HO OH
/N—‘_‘/\..4 . ’ .
S * g detectarlo se realizé electroforesis
\Q /\\r/\m«
HO OH \N// . . .
° rithamide en gel de poliacrilamida/SDS vy

Figura M5: Esquema del marcaje con 32P-NAD de ) )
proteinas ribosiladas. Imagen modificada de Menzel et ~ autoradiografia del gel (138).
Koch-Nolte (2018).

17.1. Reactivos

e Recombinant Protein G-Sepharose 4B de Thermo Scientific.
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e Tampodn de lisis no desnaturalizante (1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl pH 7.4,
300 mM NaCl, 5 mM EDTA y 0,02% azida de sodio).

e Nicotinamide adenine dinucleotide (adenylate-*2P) 50 uCi/ml de Perkin Elmer.

e Solucion 10x NAD (10 uM NAD*y 5 mM ADPribosa) en PBS.

e Solucién de lavado (1% BSAy 1 mM ADPribosa) en PBS.

e Tampodn de lisis: 3% Triton X-100 en PBS.

e Inhibidor de proteasas: Protease Inhibitor Cocktail Tablet de Santa Cruz (sc-
29130).

e Solucion TSA (0,01 M Tris-HCl pH 8, 0,14 M NaCl y 0,025% NaN3s).

e Solucion TSA Tris-HCI pH 6.8 (0,05 M Tris-HCI pH 6.8, 0,14 M NaCl y 0,025%
NaNs).

e Tampodn glicina: 0,1 M glicina a pH 2.

e Tampodn de carga (63 mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol y 0.005% azul de

bromofenol) + 5% B-mercaptoetanol.
17.2. Procedimiento

17.2.1. Ribosilacién

La cantidad de BBMV a utilizar se fijo en 400 ug de proteina, teniendo en cuenta
gue parte puede perderse en los lavados y la inmunoprecipitacién. Las BBMV fueron
incubadas con la solucién de NAD al 1X y 50, 100 y 200 pCi/ml del 32P-NAD durante 30
minutos en hielo. Después, se realizaron 4 lavados por centrifugacidn con la solucion de
lavado y se resuspendid el pellet resultante con 60 pl de tampdn de lisis (con inhibidor
de proteasas). Para asegurar el lisado total de las muestras, éstas se incubaron a 4°C
durante 30 minutos. A continuacion, se eliminé el material insoluble mediante
centrifugacién a 14000 g durante 20 minutos a 4°C y se guardod el sobrenadante, una
parte como proteina total ribosilada y el resto para la inmunoprecipitacion con NaPi-lla

y NaPi-Ilb.

17.2.2. Inmunoprecipitaciéon

El dia previo, se incubaron 100 pl de protein G-Sepharose y 500 pl de PBS con el

anticuerpo a 4°C en rotacion durante toda la noche:

69



e NaPi-lla: 10 pg.
e NaPi-llb: 8 pg.

Al dia siguiente, se centrifugd a 3000 g durante 2 minutos, para eliminar el
anticuerpo no unido a la proteina G. Seguidamente, se realizaron dos lavados con
tampdn de lisis no desnaturalizante (al que previamente se afiadié inhibidor de
proteasas). De este modo, se obtuvieron las bolitas de protein G-Sepharose listas para

usar.

Al conjugado anticuerpo-Proteina G-Sepharose se afiadieron 60 pl de la proteina
total ribosilada con 40 ul de TSA y se dejo en rotacién a 4°C durante toda la noche. Al
dia siguiente, se centrifugd a 200 g durante 1 minuto y se guardd el sobrenadante como
control negativo, ya que la proteina de interés se habra enriquecido en el pellet y
disminuido en el sobrenadante. A continuacién, se realizaron 4 lavados por
centrifugacién a 200 g durante un minuto con 1 ml de diferentes soluciones en el

siguiente orden:

19, Solucién TSA + 0,1% de triton X-100.
22, Solucion TSA + 0,1% de triton X-100.
32. Solucion TSA.

42, Solucién TSA Tris-HCI pH 6.8.

Finalmente, el pellet fue eluido incubando con 40 pl de tampdn glicina 0,1 M pH 2
a temperatura ambiente durante 10 minutos. Antes de realizar la electroforesis de las

proteinas en un gel de poliacrilamida/SDS, se neutralizo el pH de la muestra con Tris 1M.

17.2.3. Deteccion mediante electroforesis en gel poliacrilamida y autorradiografia

A las muestras se les afiadid el tampon de carga usado de rutina en Western-blot
con B-mercaptoetanol al 5% y se incubaron 30 minutos a 37°C. A continuacidn, las
proteinas se sometieron a electroforesis en un gel de poliacrilamida/SDS al 10% para ser
separadas en funcién del peso molecular. En el gel se cargaron tanto el

inmunoprecipitado como el control negativo y el lisado total.
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Después de la electroforesis, el gel puede desecarse o las proteinas pueden ser
transferidas a membranas de PVDF. En este experimento, los geles fueron desecados
con el GelAir Drying System de Bio-Rad y en aquellos geles en los que se optd por la
transferencia de las proteinas a una membrana de PVDF se usé el Trans-Blot Turbo de
BioRad con el mismo programa utilizado en Western-Blot. Con el fin de detectar las
proteinas marcadas, se procedio a la exposicion de peliculas de rayos X Hyperfilm MP
(GE Healthcare) con los geles desecados o las membranas de PVDF dentro de un casete
para rayos X con pantallas intensificadoras para 32P en oscuridad. Las peliculas

permanecieron en exposicion en el congelador de -80°C de una semana a un mes.

El revelado se realizd en oscuridad con el Developer Agfa G150 y la fijacion con el

Fixing Bath Agfa G354. Tras el revelado, fijacion y lavado, las peliculas se dejaron secar.

18. DETERMINACION DE NAD EN MUESTRAS DE TEJIDO

La determinacion de NAD total se realizé mediante el NAD*/NADH Assay Kit de
Abcam (ab65348) en muestras de corteza renal y yeyuno de ratas pertenecientes al
estudio de adaptaciones agudas a cambios en la concentracién del fosfato en la dieta.
El kit se basa en una reaccién colorimétrica a través de una enzima capaz de detectary
reaccionar con NAD* y NADH; por lo cual permite la cuantificacién de NAD total con

independencia del estado redox.

Para ello, se pesaron 20 mg de tejido y se homogenizaron con 400 pl del buffer de
extraccion. Se centrifugd para eliminar el material insoluble a 15000 g durante 5 minutos
y con el sobrenadante se siguié el protocolo del kit, en el caso de corteza renal con una
dilucion 1:2. Finalmente la medicién se realizé a 450 nm en el lector de placas DTX 880
Multimode Detector de Beckman Coulter, tras hora y media de incubacién con el

revelador.

19. TRANSPORTE DE FOSFATO EN CELULAS OK-P
19.1. Reactivos

e Acido ortofosférico como radionucleido de 32P de Perkin Elmer.

e Soluciones utilizadas:
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o Solucién de transporte (137 mM NaCl, 0,05 mM PQOa, 5,4 mM KCl, 2,8
mM CaCly, 1,2 mM MgS0a, 14 mM Tris-HCl a pH 7.4 y 2 uCi/ml de 32P).

o Solucién de lavado (137 mM Colina, 5,4 mM KCl, 2,8 mM CacCl,, 1,2 mM
MgS0as, 14 mM Tris-HCl a pH 7.4).

o Solucién Stop (137 mM Colina y 14 mM Tris-HCl a pH 7.4).

o Solucién de lisis: 0,5% triton X-100 en agua.
19.2. Procedimiento

Para realizar el transporte de Pi en células OK-P, las células fueron sembradas en
placas de 24 pocillos en condiciones estandares hasta que alcanzaron la confluencia y

para cada una de las condiciones de estudio se utilizaron 6 pocillos.

En primer lugar, se eliminé el medio de las células por aspiracion y se realizaron 3
lavados con 500 pl de la solucidn de lavado. A continuacion, se afiadieron 200 pl de la
solucion de transporte en cada pocillo. Las células permanecieron durante 6 minutos en
la solucién de transporte, tras los cuales se aspird el medio de transporte y fueron
lavadas tres veces con 2 ml de la solucidn stop fria. Por ultimo, se aspird la solucion stop
y se afiadieron 300 pl de solucidn de lisis. Del sobrenadante final obtenido, 250 ul fueron
usados para su medicién en el Analizador de Centelleo Liquido TriCarb de Perkin Elmer,
mediante el programa QuantaSmart, y los 50 pl restantes para la cuantificacion de
proteina del pocillo mediante el método BCA. Ademads, se realizdé la medida de los
estandares por triplicado, que corresponden a la solucién de transporte en la que son
incubadas las células. Los valores obtenidos fueron cuentas por minuto (cpm), y con la

siguiente formula se calcularon los nanomoles de Pi por miligramo de proteina:

cpm X Volg X [PO4]x1000
cpm , X Volg X [prot]

nanomol Pi/mg proteina=

Donde,
cpms: cuentas de la muestra Vols: volumen pipeteado del estandar
cpmst: cuentas del estandar Vols: volumen de la muestra pipeteado

[PO.]: concentracion de fosfato  [prot]: concentracién de proteina por pocillo
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20. NANOINYECCION EN OVOCITOS DE XENOPUS LAEVIS

Los ovocitos de rana Xenopus laevis han sido ampliamente utilizados como un
sistema de expresion de proteina. Mediante la nanoinyeccién de cRNA en el citoplasma

del ovocito, se produce la sintesis y expresién de las proteinas a las que codifican (139).

20. 1. OBTENCION OVOCITOS
20.1.1. Reactivos

e Solucién ORIl (82,5 mM NaCl, 2 mM KCI, 1 mM MgCl, y 10 mM Hepes-Tris a
pH 7.5).

e Colagenasa tipo 4 de Worthington.

e Solucién Barth (1 mM KCl, 0,82 mM MgSQs, 0,41 mM CaCl;, 0,33 mM Ca(NOs),
2,4 mM NaHCOs;, 88 mM NaCl, 10 mM Hepes-Tris pH 7.4 y 20 mg/I

gentamicina).
20.1.2. Procedimiento

Se utilizaron ranas hembra de la especie Xenopus laevis activas y sanas que no
hubieran sido operadas desde hace al menos 2 meses. Las ranas fueron anestesiadas
con metasulfonato de tricaina (MS-222) a una dosis de 1 g/l disuelto en el agua en la
gue son sumergidas, ya que absorben el anestésico a través de la piel. Dicha solucién
previamente fue tamponada a pH 7 con bicarbonato sddico (140). Se realizé una incisién
en la piel de unos 7-8 mm en el lateral del abdomen, equidistante de la ultima costillay
la cadera. A continuacidn, se practicé una segunda incision en la capa muscular
subyacente de la misma longitud y se accedié a la cavidad abdominal en la cual se

localizan los sacos ovaricos. Con una pinza roma se extrajo parte de los sacos ovaricos.

Una vez finalizada la extraccidn, se suturé por planos de incisidn. En primer lugar, la
capa muscular y posteriormente la piel con dos puntos simples de sutura reabsorbible.
Como analgésico postquirdrgico se inyecto buprenorfina intramuscular en la zona de

incisién (141).
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Los ovocitos fueron introducidos en un tubo de 15 ml con soluciéon OR Il con
colagenasa a 2 mg/ml y se dejaron en agitaciéon durante al menos 90 minutos a
temperatura ambiente. Pasado ese tiempo fueron observados en la lupa para evaluar el
grado de desfoliculacidon. En caso de persistencia de capas foliculares se repitié la
incubacidén con colagenasa en OR |l durante otros 45 minutos en agitacion una segunda

o tercera vez.

Cuando los ovocitos estuvieron libres de capas foliculares se realizaron 2 lavados
con OR Il y 5 lavados con solucién Barth. Tras los lavados, se procedio a seleccionar los
ovocitos aptos para realizar nanoinyeccién, seran aquellos en fase V y VI que no
presenten decoloraciones o bultos. Finalmente, fueron colocados en una placa de Petri
con solucién Barth en oscuridad a 16°C en la estufa de marca Selecta, modelo Medilow-

S, donde se mantuvieron hasta su utilizacion.

20. 2. NANOINYECCION EN OVOCITOS

La nanoinyeccion requiere del uso de agujas de vidrio muy finas que fueron
preparadas a partir de capilares de Drummond Scientific, con el sistema Inject Matic de
Narishige, que genera dos agujas a partir de un capilar mediante la aplicacion de calor
con una resistencia mas estiramiento. Las agujas se colocaron en los nanoinyectores
Nanoject de émbolo directo (Drummond Scientific) y fueron rellenadas con 1-2 ul de

agua DEPC o con el cRNA de eleccion a la concentracidn deseada.

Los ovocitos fueron inyectados en la zona central del polo vegetal con 50 nl de agua
o RNA, y se mantuvieron en solucién Barth a 16°C durante tres o cuatro dias, eliminando
aquellos ovocitos que murieron o presentaron decoloraciones. Pasado ese periodo de
tiempo, la proteina codificada por el cRNA inyectado aparecera expresada en la
membrana plasmatica de los ovocitos, y podran ser usados para transporte o extraccion

de proteina.
20.2.1. Procedimiento de obtencion del cRNA

El ¢cDNA de NaPi-lla, Pit-1 y Slc4al fue clonado mediante PCR con una Taq

polimerasa de alta fidelidad (Platinum Tagq DNA Polymerase High Fidelity de Life
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Technologies) a partir de muestras de cDNA retrotranscritas de RNA de rifién de rata.
Posteriormente, dichos fragmentos de DNA de interés fueron insertados por ligacion en
diferentes vectores de clonaje: pSPORT, pBluescript I SK y pCR2.1 TOPO,
respectivamente. En el caso de SLC4A1 humano, el plasmido fue adquirido en la casa

comercial Transomic, concretamente el Human SLC4A1 pCR-Bluntll-TOPO.

Los vectores que contenian el inserto fueron introducidos en bacterias competentes
por transformacion mediante choque térmico. Dichas bacterias se sembraron en placas
LB agar con el antibiético correspondiente (Ampicilina (100 pg/ml) o Kanamicina
(50ug/ml)) segln el gen de resistencia antibidtica que conferia cada plasmido. Las placas
se incubaron a 37°C durante toda la noche. Se seleccionaron colonias aisladas de
bacterias que habian incorporado el plasmido de interés y se crecieron en 10 ml de
medio de cultivo LB liquido con el antibiético correspondiente en agitacion a 37°C
durante toda la noche. Parte de las bacterias competentes que habian incorporado el
inserto se conservaron a -80°C con glicerol al 15% para usos posteriores; el resto se
usaron para extraer el DNA del plasmido mediante lisis bacteriana y purificacion de DNA

plasmidico con el Kit NZY MiniPrep.

Una vez purificado y cuantificado el DNA de los pldsmidos se linealizé mediante
corte en la parte correspondiente al extremo 3’ del cDNA utilizando las enzimas de
restriccion adecuadas. A continuacion, se utilizé el mMMESSAGE mMACHINE T7
Transcription Kit de Thermo para la transcripcidn in vitro con la T7 RNA polimerasa. Una
vez finalizada la transcripcidn, la reaccion se digirié con una DNAsa para eliminar
posibles fragmentos de DNA que pudieran permanecer en las muestras.
Posteriormente, se realizé la poliadenilacién del extremo 3’ del RNA transcrito de los
cDNAs que no incluian poliA, mediante el Poly(A) Tailing kit de Thermo, con el objetivo
de estabilizar el RNA y mejorar la expresion de la proteina en los experimentos de
nanoinyeccién. Por ultimo, se purificaron dichos cRNAs con el RNA Clean-Up and
Concentration Kit de Norgen o el GeneJetRNA Cleanup and Concentration Micro Kit de

Thermo.
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20. 3. TRANSPORTE DE FOSFATO EN OVOCITOS
20.3.1. Reactivos

e Solucidn de transporte: se han utilizado diferentes soluciones de transporte
todas ellas con 20 uCi/ml de 32P y 50 uM de POa.

o Solucién de transporte con Na* (100 mM NaCl, 2 mM KCl, 1 mM CaCl,, 1
mM MgCl, y 10 mM Hepes-Tris pH 7.4).

o Solucidén de transporte colina (100 mM colina, 2 mM KCI, 1 mM CaCl,, 1
mM MgCl, y 10 mM Hepes-Tris pH 7.4).

o Solucién de transporte sin cloro (100 mM gluconato de sodio, 2 mM
gluconato potasio, 1 mM gluconato de calcio, 1 mM gluconato de
magnesio y 10 mM Hepes-Tris pH 7.4).

e Solucién de Stop y lavado (100 mM cloruro de colina, 2 mM KCI, 1 mM CaCl,,
1 mM MgCl, y 10 mM Hepes-Tris pH 7.4).

20.3.2. Procedimiento

Los ovocitos inyectados fueron dispuestos en grupos de 10 ovocitos para el
transporte. En primer lugar, fueron lavados en la solucién de lavado durante 1 minuto,
después se colocaron en un tubo de ensayo y se les afiadié 150 ul de medio de

transporte en el cual permanecieron durante al menos 1 hora.

El transporte se detuvo retirando el medio de transporte y posteriormente
realizando 5 lavados con la solucién stop fria. Cada ovocito fue pipeteado en un vial de
centelleo al cual se le afiadieron 200 ul de SDS al 10%. Los viales fueron incubados
durante al menos 30 minutos en agitacion para producir la total disolucion de los
ovocitos por el SDS. Ademas, para cada grupo experimental se realizé un blanco que

corresponde a una gota de la solucion stop que queda tras los lavados.

La medicidn se realizd en el contador de centelleo Wallac 1409 de Perkin Elmer y
mas recientemente en el Analizador de Centelleo Liquido TriCarb de Perkin Elmer. Se
realizaron triplicados de los estandares para cada medio de transporte y los resultados

se expresaron en pmol Pi/ovocito calculados mediante la siguiente férmula:
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cpm X Volg X [PO,]x1000

pmol Pi/ovocito=

cpmst
Donde,
cpms: cuentas de la muestra Vols: volumen pipeteado del estandar
cpmst: cuentas del estandar [PO4]: concentracion de fosfato

Para calcular la velocidad de transporte, en la ecuacion se introdujo el tiempo de

transporte, en horas.

20. 4. INYECCION DE 32P EN OVOCITOS DE XENOPUS LAEVIS
20.4.1. Reactivos

e Acido ortofosférico como radionucleido de 3?P de Perkin Elmer.

e Solucién de transporte con Na* (100 mM NacCl, 2 mM KCIl, 1 mM CaClz, 1 mM
MgCl, y 10 mM Hepes-Tris pH 7.4).

e Solucién de Stop y lavado (100 mM cloruro de colina, 2 mM KCI, 1 mM CaCl,,
1 mM MgCl, y 10 mM Hepes-Tris pH 7.4).

20.4.2. Procedimiento

Los ovocitos fueron inyectados en grupos de 10 con agua (control negativo) o 1 ng
de cRNA de Slc4al. Tras varios dias de incubacidn para la expresion de proteinas, los
ovocitos se inyectaron directamente con el ortofosfato de 3?P de Perkin Elmer, para
estudiar la salida de Pi. Tras el tiempo de incubacidon correspondiente en medio de
transporte sin sustrato, se tomaron muestras del medio y los ovocitos fueron lavados
en solucion lavado/stop como se ha descrito en el apartado anterior. A continuacion, los
ovocitos fueron lisados en SDS, y se cuantifico la radiacién Cherenkov en el Analizador

de Centelleo Liquido TriCarb de Perkin Elmer.
20. 4. EXTRACCION DE PROTEINA BIOTINILADA DE OVOCITOS

20.4.1. Reactivos

e Reactivos provistos en el Pierce Cell Surface Protein Biotinylation and Isolation
Kit (A44390):
o Sulfo-NHS-SS-Biotina.
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o NeutrAvidin agarosa.
o Wash Buffer y Elution Buffer.
e DTT.
e PBSyTBS.
e Solucidén de biotinilacién (10 mM trietanolamida pH 7.4, 2 mM CaCly, 150 mM
NaCl, 3 mg/ml sulfo-NHS-SS-Biotina).
e Inhibidor de proteasas: Protease Inhibitor Cocktail Tablet de Santa Cruz (sc-
29130).
e Solucidn de lisis (20 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% triton X-100).

20.4.2. Procedimiento

Se seleccionaron 10 ovocitos en un tubo de 2 ml y fueron lavados 2 veces con 500
pl de PBS. La Sulfo-NHS-SS-Biotina fue resuspendida en la solucion de biotinilacion a una
concentracién final de 1,5 mg/ml y se usaron 750 pl por cada 10 ovocitos. La incubacién
se realizé durante 10 minutos en agitacion a temperatura ambiente y después, se

procedid a lavar dos veces con TBS frio.

Una vez realizada la biotinilacién de las proteinas de superficie del ovocito, se
procedio a lisar a los ovocitos con 500 ul de solucién de lisis con inhibidor de proteasas.
Para ello, se homogeneizé el lisado con una aguja de 25G y se incubé durante 30 minutos
en hielo, agitando cada 10 minutos. El lisado se centrifugd a 15000 g, 15 minutos a 4°C
para eliminar la yema del ovocito y el material insoluble. En la superficie del

sobrenadante aparece una capa de lipidos que se retiré con un hisopo.

Las columnas del kit fueron preparadas con la NeutrAvidin agarosa y se adicioné el
lisado para su incubacién durante 1 hora a 4°C en un rotor orbital. Transcurrido ese
tiempo, se centrifugaron a 1000 g durante 1 minuto para eliminar la proteina no unida.
Las columnas fueron lavadas 4 veces con el Wash buffer y se eluyd la proteina unida a
la NeutrAvidin agarosa con 100 pl de Elution buffer con DTT a 10 mM, incubando
durante 60 minutos a temperatura ambiente en agitacidn. Finalmente, se centrifugaron

las columnas a 1000 g durante 2 minutos.
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El eluido contiene la proteina biotinilada de los ovocitos a la cual deberemos
afiadirle el tampdn de carga para Western-Blot. En este caso usaremos DTT como agente
reductor a una concentracion final de 50 mM y continuaremos realizando la técnica

Western-Blot de la misma forma ya detallada en el apartado correspondiente.
21. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de datos se realizé con el programa GraphPad Prism 9. La significacién de
las diferencias se establecié mediante t-test (Student) para dos variables y andlisis de
varianzas (ANOVA) para comparar 3 o mas variables, ademas del test multiple de Tukey
para comparar pares de medias. El grado de significacion fue de a=0,05 (95% intervalo

de confianza).
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[V. RESULTADOS
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PARTE 1. ADAPTACIONES AGUDAS A CAMBIOS EN LA
CONCENTRACION DEL FOSFATO EN LA DIETA

Los cambios en la concentracion de Pi en la dieta son regulados de forma
satisfactoria a través de diversos mecanismos integrados en la homeostasis del fosfato,
como son la absorcidn intestinal, la excrecién renal y los mecanismos de control
hormonales o no hormonales. En ambos tejidos se han descrito procesos de adaptacion
aguda y crénica, pero siguen sin esclarecerse los mecanismos hormonales y de

transporte que regulan dichos procesos.

En esta seccidn nos hemos centrado en la regulacion de adaptaciones agudas en
ratas a cambios en la concentracién de Pi en el pienso. Para ello, se llevd a cabo un
sistema de alimentacion restringida durante 4 horas al dia, en el cual ratas previamente
adaptadas al consumo de una determinada dieta con alta (1,2% Pi) o baja (0,1% Pi)
concentracién de fosfato se sometian a un cambio a la dieta opuesta el dia de sacrificio.
Este estudio se encuentra dividido en dos partes, un experimento inicial de
adaptaciones agudas en ratas macho albinas de la estirpe Wistar, y una segunda parte

en la que se usaron ratas paratiroidectomizadas (PTX) de la misma estirpe.
1. 1. EXPERIMENTO DE ADAPTACIONES AGUDAS EN RATAS

En este estudio de adaptaciones agudas se usaron ratas alimentadas con diferentes
concentraciones de Pi en el pienso y con diferentes modelos de alimentacion (ad libitum
y alimentacion restringida a 4 horas al dia) como se detalla en materiales y métodos
(Figura M1). Ademas de las adaptaciones agudas a cambios en la concentracion de Pi en
la dieta, parte de las ratas con alimentacion restringida y adaptadas crénicamente a las
tres dietas fueron sacrificadas en ayunas el dltimo dia, mientras que la otra mitad fueron
sacrificadas después de ser alimentadas. Esta division se realiz6 para conocer su

situacidn tras una noche de ayuno y justo antes de ser alimentadas.
1.1.1. Cuantificacion del consumo de pienso, ingestion de Piy crecimiento

Para tener una informacion inicial precisa sobre el desarrollo del experimento, se

cuantificéd el consumo de pienso y Pi, asi como el crecimiento de los animales. Se
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observaron cambios en funcion del sistema de alimentacion, ya que el consumo de
pienso fue mayor en las ratas alimentadas ad libitum respecto a las que tuvieron
alimentacion restringida 4 horas al dia (Figura R1 A). Lo cual se refleja en el crecimiento
de los animales, ya que la ganancia neta de peso fue mayor en aquellos animales
alimentados ad libitum. En las ratas con alimentacion restringida la ganancia neta fue
inferior o incluso negativa en el grupo alimentado con 0,1% Pi en el pienso (Figura R1 C).
El menor crecimiento en comparacién a los animales con libre acceso al pienso durante
todo el dia se debe al volumen limitado del estdmago, ya que en los animales con dieta

restringida sélo es llenado una vez y el consumo diario es menor.
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Figura R1: Cuantificacién del consumo de pienso, ingestidn de Piy crecimiento A. Consumo de pienso
al dia por rata con alimentacidn ad libitum (AL) o restringida a 4 horas al dia (4h). B. Detalle del
consumo de pienso diario de los dos grupos de ratas que invirtieron la concentracién Pi en el pienso
el ultimo dia. C. Peso inicial (), peso final (F) y la ganancia neta de peso (N). D. Concentracidn de Pi
consumida el Ultimo dia por kg de rata. *p<0.05.

En los dos grupos de ratas con adaptacion aguda, existe una diferencia significativa
en cuanto al consumo de pienso durante el ultimo dia. Ambos grupos partian de un
consumo promedio por rata de 14 g/dia, pero aquellas que pasaron a consumir el pienso
0,1% de Pi aumentaron su consumo hasta un promedio de 16 g/dia, mientras que las

gue cambiaron al pienso de 1,2% de Pi, lo descendieron a unos 9,86 g/dia (Figura R1 B).
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La relacion entre la concentracidn de Pien el pienso y laingesta de Pi durante ese ultimo
dia se mantuvo, de manera que fue mayor la ingesta de Pi en aquellas ratas que
consumian el pienso de 1,2% de Pi tanto ad libitum como en modo restringido durante
cuatro horas, unicamente fue ligeramente inferior en las ratas que se alimentaron con

ese pienso (1,2% de Pi) solo el ultimo dia (Figura R1 C).

1.1.2. Efecto sobre la concentracion de Piy pH en orina

La orina de las 24 horas previas al sacrificio fue recogida en cada una de las ratas
para cuantificar los valores de fosfato, creatinina y pH. Como cabia esperar, la excrecion
de Pi fue mayor en las ratas alimentadas con pienso con 0,6% y 1,2% de Pi, mientras que
en las ratas alimentadas con 0,1% Pi en el pienso el ratio fosfato/creatinina fue menor
de uno (Figura R2 A). Ademas, todas las ratas alimentadas con el pienso de 0,1% de Pi
mostraron una orina ligeramente alcalina, independientemente del modelo de
alimentacion (Figura R2 B). En ningun caso se vieron diferencias en la orina entre las

ratas sacrificadas en ayunas o tras las 4 horas de alimentacién restringida.
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Figura R2: Cambios en los valores de Piy pH en la orina asociados a diferentes concentraciones de
Pi en la dieta. A. Ratio fosfato/creatinina. B. pH en orina. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

1.1.3. Analisis de gases en sangre entera
En el momento del sacrificio se extrajo sangre entera arterial para realizar un
analisis de gases del que se obtuvieron diferentes parametros relacionados con el

estado acido-base de la sangre, la presion parcial de oxigeno y los valores de electrolitos

como sodio, potasio y cloro. No se observaron cambios significativos en los valores de
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los diferentes electrolitos analizados, ni en los parametros referentes a la presién parcial

de oxigeno, saturacién de oxigeno o concentracidon de hemoglobina en sangre.

En cuanto al estado acido base en sangre, Unicamente se observaron unos valores
tendentes a la acidosis en el grupo de animales que pasd a consumir el pienso de 0,1%
de Pi el dltimo dia (Figura R3). El pH de la sangre se redujo a 7.34, el bicarbonato a 25,2
mM vy el exceso de base descendid a -1,74 mM, lo que supone una ligera deficiencia de
bases en la sangre. Ademas, cabe resaltar los valores ligeramente superiores de
bicarbonato y de exceso de base en sangre en las ratas alimentadas con 0,1% Pi ad
libitum, respecto a aquellas ratas que consumian una dieta con concentraciones
superiores de Pi, siendo estadisticamente significativa dicha diferencia respecto a las

que llevaban una alimentacion restringida a 4 horas al dia (Figura R3 By C).
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Figura R3: Efecto de la concentracion de Pi en la dieta en el estado acido base de la sangre. A. pH en
sangre. # representa diferencia estadisticamente significativa respecto a los grupos con asterisco B.
Concentracién de bicarbonato. # representa diferencia estadisticamente significativa respecto a los
grupos con asterisco C. Exceso de base. # representa diferencia estadisticamente significativa
respecto al resto de grupos. Ademas, se muestran diferencias significativas respecto a las ratas
alimentadas con 0,1% de Pi ad libitum mediante las barras. *p<0.05.
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1.1.4. Cuantificacion de Pi en plasma y transporte de Pi en BBMV

Tras la obtencidn de los diferentes tejidos y muestras, se procedid a cuantificar en
plasma la concentracion de Pi y creatinina, para corroborar que la concentracién de Pi
ingerida en la dieta estaba en relacion con la concentracidon de Pi en plasma, como se
puede observar en la Figura R4 A. Esta diferencia desaparecid Unicamente en las ratas
sacrificadas en ayunas, donde tras 20 horas desde la ultima ingestion de alimento se

habia normalizado la concentracién de Pi en plasma.

Para conocer como afectan los cambios en las concentraciones de Pien la dietaa la
reabsorcion renal y la absorcidn intestinal, principales mecanismos de regulacion de la
homeostasis del fosfato, se prepararon BBMV de dichos tejidos para determinar las

variaciones en el transporte de Pi.

El transporte de Pi en corteza renal siempre guardo relacion con la cantidad de Pi
ingerida en la dieta y, por lo tanto, con la concentracién de Pi en sangre (Figura R4 A).
Lo mismo sucede en las ratas sacrificadas en ayunas, que pese a tener valores
equivalentes de fosfato en plasma, mantienen un transporte en relacion a la
concentracién de Pi ingerida a la que han sido adaptadas durante los 5 dias de
alimentacién. Por lo tanto, a menor concentracién de Pi en la dieta, mayor transporte
y viceversa; incluidas las ratas que sufrieron el cambio de dieta el ultimo dia (Figura R4

C).

En yeyuno, no se observd dicha adaptacién en el transporte cuando las ratas
experimentaban un cambio agudo en la concentracién de Pi en la dieta el Ultimo dia,
pero si se observd en las ratas con adaptacidn crdnica a las diferentes concentraciones
de Pi en la dieta (Figura R4 D). De manera que, en las ratas que consumieron de forma
cronica el pienso que contenia 0,1% de Pi, ya sea ad libitum o con alimentacién
restringida a 4 horas, se observdo aumento del transporte de Pi. Aunque no existe
adaptacidn en yeyuno a cambios agudos en la dieta, tanto el transporte de las ratas que
ingirieron el pienso de 1,2% de Pi y el de 0,1% de Pi en adaptacidon aguda mostraron
valores de transporte superiores a los obtenidos en ratas alimentadas con 1,2% de Pi
durante los 6 dias de estudio e inferiores a las ratas que ingerian el pienso de 0,1% de

Pi.
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Figura R4: Efecto de los cambios en la concentraciéon de Pien la dieta en la concentracidn plasmatica
de Piy en el transporte de Pi. A. Concentracion de Pi en plasma. B. Concentracién de creatinina en
plasma. Transporte de Pi en presencia de NaCl en BBMV de corteza renal (C) y yeyuno (D). *p<0.05.

1.1.5. Determinacion de los factores de regulacion en la homeostasis del Pi

Para conocer cdmo estas circunstancias influyen en los mecanismos de regulacion
de la homeostasis del fosfato, se cuantificaron diferentes factores implicados en la
homeostasis del Pi como PTH y diversas fosfatoninas mediante pruebas de ELISA en
plasma (Figura R5). Los valores de PTH y FGF-23 fueron los Unicos que variaron en
funcion de la concentracién de Pi en la dieta, incluso en las adaptaciones agudas,
aumentando su concentracidn en respuesta a altas concentraciones de Pi en la dieta.
Estas variaciones se mantuvieron en las ratas sacrificadas en ayunas, aunque con una
menor intensidad en el caso de la PTH. Las diferencias en la concentracion de otras
fosfatoninas, como MEPE o sFRP4, no fueron significativas. Tampoco hubo diferencias
en el resto de factores analizados: calcitriol, klotho, insulina, dopamina, T4 vy

corticoesteroides.
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Figura R5: Concentracién en plasma de diferentes hormonas y factores fosfaturicos capaces de
regular la homeostasis del Pi. Unicamente se encuentran diferencias estadisticamente significativas
en la concentracién de PTH y FGF-23. *p<0.05.

90



1. 2. ADAPTACIONES AGUDAS EN RATAS PARATIROIDECTOMIZADAS
(PTX)

Tras comprobar que las Unicas hormonas que variaron en el experimento anterior
en las adaptaciones agudas fueron PTH y FGF-23, y dado que no se han descrito
receptores de FGF-23 en yeyuno, se procedid a realizar un experimento con ratas PTX
con el fin de determinar el posible papel de PTH en la adaptacidn en intestino a las
diferentes concentraciones de Pi en la dieta. Para ello, se usaron ratas PTX y ratas Sham,
gue actuaron como controles ya que fueron operadas como las ratas PTX, pero sin la
extraccion de la glandula paratiroidea. En este estudio, las ratas fueron alimentadas con
las tres dietas de Pi, pero esta vez utilizando Unicamente el sistema de alimentacion

restringida, para reducir el nUmero de animales utilizados (Figura M2).
1.2.1. Cuantificacion del consumo de pienso, ingestion de Piy crecimiento

Para comenzar se siguido el mismo procedimiento que en la seccidon anterior
cuantificando el consumo de pienso, el peso y la cantidad de Pi ingerido. El consumo de
pienso fue mayor en las ratas Sham respecto a las ratas PTX, con la excepcién de las
ratas PTX alimentadas con la dieta de 0,1% Pi (Figura R6 A). Ademas, en las ratas PTX
que sufrieron la adaptacion aguda el ultimo dia, el consumo de pienso se dispard en
aquellas que pasaron de consumir el pienso de 1,2% Pi al pienso de 0,1% Pi, alcanzando
un promedio de 13,65 g/dia cuando estaban consumiendo en torno a los 4 g/dia. Lo
contrario sucede con aquellas que cambiaron al pienso de 1,2% Pi, que pasaron de
consumir unos 19 g/dia de pienso 0,1% de Pi a solo 8,4 g/dia de pienso 1,2% de Pi (Figura
R6 B). Esta misma tendencia de consumo se observo en las adaptaciones agudas en el
experimento inicial y en las ratas Sham de este estudio, de manera que la ingesta de
pienso aumenta cuando pasan a consumir el pienso de 0,1% de Pi el ultimo dia de

estudio y disminuye cuando cambian al pienso de 1,2% de Pi.

Asimismo, la cantidad de Pi ingerida por rata guarda relacién con la concentracion
de Pien el pienso, a excepcion de las ratas PTX alimentadas con el pienso de 0,6% vy 1,2%
de Pi, en las cuales la cantidad ingerida de Pi fue muy similar entre ellas debido a las

variaciones en el consumo de pienso (Figura R6 D).
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Las diferencias en el consumo de pienso se vieron reflejadas en el peso final de los
animales, ya que las ratas PTX presentaron un peso final inferior al obtenido en las ratas
Sham. De nuevo, la excepcidn se presentd en las ratas PTX alimentadas con el pienso de

0,1% Pi, ya que tuvieron un peso final muy similar al de las ratas Sham (Figura R6 C).
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Figura R6: Cuantificacién del consumo de pienso, ingestidn de Pi y crecimiento. A. Consumo de
pienso diario por rata con alimentacion restringida (4h). B. Detalle del consumo de pienso diario de
los dos grupos de ratas PTX que invirtieron la concentracidon de pienso el ultimo dia. C. Peso final
ratas Sham respecto a ratas PTX. D. Concentracidon de Pi consumida el ultimo dia por kg de rata.
*p<0.05

1.2.2. Efecto sobre el pH y la concentracion de Piy calcio en orina

La orina de las 24 horas previas al sacrificio fue recogida en todos los animales para
cuantificar los valores de fosfato, creatinina y pH (Figura R7). Adicionalmente, se
cuantificd la concentracién de calcio en orina debido a la relevancia de la PTH en la

homeostasis de dicho componente y a su intima relacién con la excrecion renal de Pi.

Las ratas Sham mostraron valores muy similares de pH y de Pi excretado en orina a
los observados en el experimento previo en ratas no PTX. De nuevo, se observd la
hiperfosfaturia en orina en las ratas alimentadas con concentraciones altas de Pi. Sin

embargo, las ratas PTX presentaron una excrecion significativamente inferior de Pi en
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orina pese a estar ingiriendo concentraciones de Pi muy similares a las ratas Sham
(Figura R7 A). Respecto a la concentracién de calcio excretado, los valores fueron mas
elevados en las ratas alimentadas con 0,1% de Pi en el pienso, tanto en las ratas Sham

como en las ratas PTX (Figura R7 B).

En cuanto a los valores de pH en orina, se observo la ligera alcalinizacion de la orina
cuando las ratas son alimentadas con el pienso de 0,1% de Pi de forma crdnica tanto en
ratas Sham como PTX, pero el resto de valores obtenidos en las ratas PTX tienden a ser

ligeramente superiores a los obtenidos en las ratas Sham (Figura R7 C).
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Figura R7: Cambios en los valores de Pi, calcioy pH en la orina asociados a diferentes concentraciones
de Pi en la dieta. A. Ratio fosfato/creatinina. B. Ratio calcio/creatinina. C. pH en orina. *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.

1.2.3. Analisis de gases en sangre entera

De la misma manera que en el estudio previo, se realizé un analisis de gases en

sangre entera arterial obtenida en el momento del sacrificio.
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No se encontraron cambios en la concentracién de los diferentes electrolitos
analizados, ni en los valores referentes al estado oxigeno/hemoglobina. En la Figura R8
se pueden observar los pardmetros mds importantes en referencia al estado acido base
de la sangre como son el pH, la concentracion de HCOs y el exceso de base. Las ratas
Sham presentaron un patréon muy similar al observado en las ratas del experimento
previo respecto a estos pardmetros. Sin embargo, en las ratas PTX no se encontraron
diferencias significativas, a excepcién de la reduccion del exceso de base en el grupo
donde se realizé la adaptacion aguda a 0,1% de Pi en el pienso del ultimo dia (misma

tendencia observada en las ratas Sham) (Figura R8 C).
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Figura R8: Efecto de la concentracidn de Pi en la dieta en el estado acido base de la sangre en ratas
Sham versus ratas PTX. A. pH en sangre. B. Concentracidon de bicarbonato. C. Exceso de base. #
representa diferencia estadisticamente significativa respecto al resto de grupos. *p<0.05.

1.2.4. Cuantificacion de Piy calcio en plasma y transporte de Pi en BBMV

Para confirmar cémo la diferencia en la ingesta de Pi se traduce en cambios en la
concentracién de Pi en sangre, se cuantificaron los niveles de Piy creatinina en plasma.

Como se observa en la Figura R9 A, la concentracion de Pi en plasma guarda relacion
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directa con el contenido de Pi en la dieta. Sin embargo, los valores de Pi en plasma en
todas las ratas PTX a excepcidn de las alimentadas con 0,1% de Pi en el pienso, fueron
superiores a sus respectivos grupos de alimentacién en las ratas Sham. Adicionalmente,
se cuantificd la concentracion de calcio en plasma, ya que las ratas alimentadas con 0,1%
de Pi presentaban hipercalciuria (Figura R7 B). La concentracién de calcio en plasma
presentd la tendencia contraria a la observada en los valores de Pi, ya que fue menor en
los animales PTX, excepto en las ratas que consumian el pienso con 0,1% de Pi (Figura

RIA).
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Figura R9: Efecto de los cambios en la concentraciéon de Pien la dieta en la concentracidn plasmatica
de Pi, calcio y en el transporte sodio dependiente de Pi. A. Concentracién de Pi, calcio y creatinina
en plasma. Transporte de Pi en presencia de NaCl en BBMV de corteza renal (B) y yeyuno (C).
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Para estudiar la relacidn entre la concentracién de Pi en plasma y la absorcion
intestinal y excrecién renal del mismo, se cuantificé el transporte sodio-dependiente de
Pi en BBMV de ambos tejidos. En BBMV de corteza renal, los valores de transporte
obtenidos en las ratas Sham mostraron las mismas diferencias presentes en la primera
parte del experimento en relacidon con la concentracion de Pi en la dieta. No obstante,
en las ratas PTX el transporte de Pi (a excepcion de las ratas PTX que consumian 0,1%

de Pi) fue superior a sus respectivos grupos de alimentacion en las ratas Sham. Ademas,
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no se observaron diferencias en el transporte entre los dos grupos que sufrieron una
adaptacidon aguda a distintas concentraciones de Pi en la dieta, aunque la dieta
consumida por cada uno de ellos fue la contraria en el momento previo al sacrificio

(Figura R9 B).

Por otro lado, el patréon de transporte en yeyuno fue similar entre ratas Sham vy ratas
PTX (Figura R9 C), mostrando la misma tendencia ya observada en la primera parte de

este experimento (Figura R4 D).
1.2.5. Expresion de NaPi-IIb en BBMV de yeyuno

A continuacidn, dado que NaPi-llb es el principal transportador conocido encargado
de la absorcién de Pi a lo largo del intestino delgado, se procedié a cuantificar la
expresion de NaPi-llb en la membrana en borde en cepillo de yeyuno para ver si existia

correlacién con los resultados de transporte de Pi obtenidos en ese mismo tejido.

La expresién de NaPi-llb siguié la misma tendencia observada en el transporte de Pi
en yeyuno, encontrando una mayor expresion en ratas adaptadas a 0,1% de Pi en la
dieta. Sin embargo, el grupo de adaptacién aguda a 0,1% de Pi mostré un aumento en
la expresidon de NaPi-llb mayor que el grupo de ratas con adaptacion aguda a 1,2% Pi,
pese a que el transporte de fosfato entre ambas era muy similar, tanto en ratas Sham

como PTX (Figura R10).
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Figura R10: Expresion de NaPi-Ilb en BBMV de yeyuno realizada mediante Western-Blot. *p<0.05.
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1.2.6. Determinacion de los factores de regulacion en la homeostasis del Pi

Para finalizar, se procedié a la cuantificacién en plasma de diferentes factores

fosfaturicos, con el objetivo de identificar como puede afectar sobre ellos la ausencia de
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PTH. Ademas, para confirmar la correcta eliminacion de la glandula paratiroidea en las
ratas PTX se realizé la cuantificacion de PTH en ratas PTX y Sham. Los resultados
obtenidos mostraron la ausencia total de PTH en las ratas PTX y los valores habituales

en las ratas Sham.

Los valores de FGF-23 en plasma en ratas PTX mantuvieron la regulacion presente
en las ratas Sham, aumentando su concentracion en respuesta a un aumento en la
concentracién de Pi en la dieta. Sin embargo, si se comparan con los valores absolutos
en ratas Sham, hay un descenso significativo en la secrecidon de FGF-23 en ausencia de
PTH (Figura R11 A). Otros factores implicados en la regulacion de la homeostasis del
fosfato como MEPE, sFRP4, calcitriol, dopamina y T4 se mantuvieron sin cambios en las
ratas PTX y con valores similares a los obtenidos en los animales control. Unicamente,
se observd un ligero descenso en la concentracién de insulina en ratas PTX alimentadas

con el pienso de 0,1% de Pi (Figura R11 B).
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Figura R11: Concentracién en plasma de diferentes hormonas y factores fosfaturicos capaces de
regular la homeostasis del Pi. A. Concentracidn de FGF-23 en plasma de ratas Sham versus ratas PTX
y a la derecha los valores obtenidos en ratas PTX en detalle. B. Concentracién de MEPE, sFRP4,
calcitriol, dopamina, insulina y T4 en plasma de ratas PTX. *p<0.05; **p<0.01.
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PARTE 2. PRIVACION DE FOSFATO

2. 1. EFECTO DE LA PRIVACION DE FOSFATO IN VITRO

Antes de realizar el estudio in vivo de privacion de Pi se decidid utilizar la linea
celular OK (subclon OK-P) debido a que presenta caracteristicas muy similares a las
células presentes en el epitelio del tdbulo contorneado proximal, con el fin de identificar
posibles mecanismos moleculares implicados en los cambios renales que se producen

en respuesta a la privacion por Pi.

En primer lugar, se determind mediante Western-Blot la expresion de diferentes
proteinas que han sido postuladas como posibles causantes de la bicarbonaturia
observada en respuesta a la privacion de Pi. En células adaptadas durante 24 horas a
diferentes concentraciones de Pi se observé el esperado aumento en la expresion de
NaPi-4 (NaPi-lla enddgeno de las células OK) tanto en el homogenado total como en la
superficie celular de aquellas células que habian sido adaptadas a 0,1 mM de Pi (Figura
R12). En cuanto a la expresion de la V-ATPasa y de NHE3 no se observd variacion en el
homogenado total, mientras que en la proteina extraida de la superficie celular
mediante biotinilacién, si se observé un ligero aumento de NHE3 con la adaptaciona 0,1

mM de Pi (Figura R12 B).

Tras los resultados obtenidos donde NHE3 no solo no disminuye su expresion a 0,1
mM de Pi, sino que la aumenta; se planted la posibilidad de que pese a tener una
expresion proteica aumentada, su actividad se viera comprometida. Por ello, se
cuantificd la expresion de NHE3 fosforilado en serina 552, forma inactiva de la proteina.
Como se muestra en la Figura R12 A y B, esta forma inactiva de la proteina aumenté su
expresion con la adaptacion de las células OK a 0,1 mM de Pi tanto en el homogenado
total como en la superficie de membrana. Sin embargo, no se puede conocer el

porcentaje de NHE3 total correspondiente a la forma fosforilada.

Otra de las alteraciones descritas en pacientes con hipofosfatemia es una menor
produccidon de amoniaco por parte de las células del epitelio renal (142). Por ese motivo,
se realizd una cuantificacion de amoniaco en células adaptadas a las diferentes

concentraciones de Pi durante 24 horas. En las células adaptadas a 0,1 mM de Pi
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A

disminuyd la concentracién de amoniaco intracelular respecto aquellas células

adaptadas a concentraciones superiores de Pi (Figura R13).
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Figura R12: Expresidn proteica de diferentes transportadores en células OK-P. Western-Blot de NaPi-
4, V-ATPasa, NHE3 y NHE3 fosforilado en la posicion serina 552 (NHE3 P-Ser552) en el homogenado
total (A) y en proteina de superficie extraida mediante biotinilacion (B) en células OK-P adaptadas
durante 24 horas a las diferentes concentraciones de Pi. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura R13: Efecto de la privacidn de Pi sobre la produccién de amoniaco en células OK-P. Las células
fueron adaptadas a las diferentes concentraciones de Pi durante 24 horas, tras las cuales se
cuantificd la concentracién de amoniaco en relacién a la concentracién de proteina presente en cada
pocillo. *p<0.05.
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2.1.1 Efecto de la privacion de Pi sobre el pH intracelular

Siguiendo con la evaluacion de la actividad de NHE3 se llevo a cabo un protocolo de
recuperacion de pH (Figura M3) en las células OK-P adaptadas a las diferentes
concentraciones de Pi, en el cual se adiciond NH4Cl al medio para producir la
alcalinizacién de las células. Esto se debe a que el intercambiador NHE3 tiene un papel
fundamental en la fase final de la recuperacién de pH a valores previos a la

alcalinizacion.

Esta vez las células OK-P fueron adaptadas durante 24 horasa 0,1 mM, 0,5 mMy 1
mM de Pi. Para establecer dichas concentraciones se tuvo en cuenta, por un lado, que
no se encontraron diferencias entre 1y 2 mM de Piy por otro lado que la concentracion
de 2 mM superaria las concentraciones de Pi que suelen alcanzarse en el organismo. Por
ello, se decidid sustituir la concentracidon de 2 mM Pi por una concentracién intermedia

de 0,5 mM de Pi.

La medida inicial de pH intracelular fue ligeramente inferior tanto a 0,1 mM de Pi
como a 0,5 mM Pi respecto a 1 mM Pi (Figura R14 A). Sin embargo, las medidas de pH
observadas en todas las circunstancias entrarian dentro del rango fisiologico de las

células.

En la alcalinizacion del pH intracelular en respuesta a la presencia de NH4Cl se
observd un comportamiento muy similar entre los tres grupos de células, asi como en la
acidificacién posterior, tras eliminar el NH4Cl del medio. Sin embargo, en la ultima fase
en la cual la célula trata de ajustar su pH a los valores iniciales eliminando los H*
acumulados, se mostré una clara diferencia entre los diferentes grupos (Figura R14 B).
Mientras las células adaptadas a 1 mM de Pi tuvieron una recuperacion rapida, llegando
a alcanzar los valores de pH iniciales. Tanto las células adaptadas a 0,1 mM como a 0,5
mM no llegaron a alcanzar los valores de pH iniciales teniendo una recuperacion mas
lenta, de manera que incluso 5 minutos después de la adicion del medio con NaCl, el pH

comenzo a descender.
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Figura R14: Medicion del pH intracelular en células OK-P. A. Medida de pH intracelular mediante el
fluorocromo pHrodo Green AM. B. Seguimiento del pH intracelular a lo largo del protocolo de
recuperacion de pH. *p<0.05; **p<0.01.

2. 2. EFECTO DE LA PRIVACION DE FOSFATO IN VIVO

Con el fin de completar y corroborar la informacién aportada a través de los
experimentos realizados en células OK, se procedid a realizar un experimento con ratas
alimentadas con tres concentraciones de Pi en el pienso, durante 1 y 8 semanas y
estudiar posibles cambios en orina y sangre, asi como cambios en la expresion de las

proteinas previamente analizadas en la linea celular OK.

2.2.1. Cambios en orina en respuesta a bajas concentraciones de Pi en la

dieta

En primer lugar, se realizd el seguimiento del pH en orina en el grupo de ratas que

consumen los tres tipos de pienso durante 8 semanas (Figura R15), ya que es uno de los
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cambios caracteristicos que han sido descritos en casos de privacién de Pi que cursan

con hipofosfatemia.

En los primeros dias de adaptacion a las diferentes dietas, el pH en orina fue muy
similar en los tres grupos y no se observaron diferencias debido a las altas fluctuaciones.
Sin embargo, a partir del dia 10 el pH de las ratas adaptadas a 0,1% de Pi en la dieta
ascendid a valores medios superiores a 7 y fue donde permanecio hasta el sacrificio de
los animales el dia 60. Por otro lado, las ratas adaptadas a 0,6% y 1,2% de Pi en el pienso
mostraron valores muy similares entre si y permanecieron en un rango de pH entre 6 y
6,7, disminuyendo a valores medios de 6,3 durante el ultimo mes de estudio,

remarcando la diferencia respecto a las ratas alimentadas con el pienso de 0,1% de Pi.
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Days
Figura R15: Seguimiento del pH en orina en ratas adaptadas a diferentes concentraciones de Pi en el
pienso.

Adicionalmente, se realizaron cuantificaciones de diversos pardmetros en orina,
con el fin de conocer si se reproducen en las ratas las condiciones descritas en diversos

estudios sobre la privacion de Pi.

La concentracion de Pi excretada en orina fue menor en las ratas que consumian el
pienso con baja concentracion de Pi (0,1%), siendo de hasta 100 veces menor que
aquellas que consumian el pienso de 1,2% de Pi y 50 veces menor que las alimentadas
con 0,6% de Pi en el pienso (Figura R16 A). Ademas, se observé una marcada calciuria

en respuesta a la privacion de Pi (0,1% de Pi) desde el dia 1 hasta la finalizacién del
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estudio a los 60 dias, que no se observd en ratas alimentadas con concentraciones
superiores de Pi en la dieta (Figura R16 B). Otro de los pardmetros que caracterizan la
privacién de Pi es la bicarbonaturia. Como se puede observar en la Figura R16 C, aparece
una mayor excrecion de bicarbonato en la orina de las ratas alimentadas con 0,1% de Pi
en la dieta, pero no llega a ser estadisticamente significativa en algunos de los casos,
debido a que encontramos una alta variabilidad en funcién de los individuos y de los
diferentes dias de medicion. Ademas, en algunas de las ratas alimentadas con 0,6% y
1,2% de Pi los valores de bicarbonato en orina se encuentran por debajo del limite de
deteccion del kit. No obstante, cuando las ratas fueron alimentadas con 0,1% de Pi en
el pienso se observaron valores de hasta 0,2 en el ratio bicarbonato/creatinina, que no
fueron observados en ninguno de los animales que ingerian concentraciones mayores
de Pi en la dieta. Finalmente, las concentraciones de amoniaco en orina, pese a las
fluctuaciones a lo largo de los dias, no mostraron diferencias significativas entre los

diferentes grupos (Figura R16 D).
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Figura R16: Efecto de la privacidn de Pi sobre diferentes pardmetros en orina. A. Ratio
fosfato/creatinina. B. Ratio calcio/creatinina. C. Ratio bicarbonato/creatinina. D. Ratio
amoniaco/creatinina. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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2.2.2. Analisis sanguineo en respuesta a bajas concentraciones de Pi en la

dieta

En primer lugar, con la sangre entera arterial extraida en el momento del sacrificio
en los dos periodos experimentales, 1 semana y 8 semanas; se realizé un andlisis de
gases en el que se obtuvieron parametros relacionados con el estado acido-base como
el pHy la concentracion de bicarbonato; la presion parcial de oxigeno y la concentracién
de electrolitos como el sodio, potasio y cloro. No se encontraron diferencias entre los

diferentes parametros analizados, ni siquiera en el pH sanguineo (Figura R17 A).
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Figura R17: Efecto de la privacion de Pi sobre el pH y la concentracidn de Pi, calcio y creatinina en
sangre. A. Medicion de pH en sangre entera mediante el analizador de gases Vetstat. Concentracion
de Pi (B), creatinina (C) y calcio (D) en plasma. *p<0.05.

Tras la obtencidn del plasma sanguineo, se determinaron otros parametros de
interés entre los que se encuentran la concentracién de Pi, calcio y creatinina. Las
concentraciones de Pi en plasma obtenidas en la primera semana dependieron de la
concentracién de Pi en el pienso (Figura R17 B). Sin embargo, tras dos meses de ingesta
de esas mismas dietas, los valores de Pi en plasma se igualaron entre los tres grupos,

desapareciendo las diferencias entre ellos (Figura R17 B). Los valores de creatinina pese
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a tener fluctuaciones, no presentaron diferencias significativas entre grupos (Figura R6
C). Por otro lado, la concentracién de calcio en plasma no experimentd modificaciones
entre los diferentes grupos a 1 y 8 semanas (Figura R17 D), pese a que las ratas

adaptadas a 0,1% de Pi presentaban una marcada calciuria en orina (Figura R16 B).

Ademas, en plasma se determinaron diferentes hormonas y factores implicados en
la homeostasis del Pi (Figura R18). La produccién de PTH se vio incrementada tras una
semana en las ratas que consumian el pienso de 0,6% y 1,2% de Pi, mientras que en las
ratas que consumian la dieta de 0,1% Pi fue menor, en torno a los 20 pg/ml. No obstante,
tras 8 semanas la concentracién de PTH en plasma se estabilizd en los tres grupos en

valores basales de unos 20 pg/ml.

Algo similar sucedié con el FGF-23, que a 1 semana aumentd en las ratas que
consumian el pienso de 0,6% de Pi hasta alcanzar los 400 pg/mly para 1,2% de Pi hasta
los 696 pg/ml. Tras 8 semanas, los valores de FGF-23 en esos mismos grupos se
mantuvieron elevados respecto a la concentracién obtenida en las ratas alimentadas
con el pienso de 0,1% de Pi, pero se igualaron en torno a 565 pg/ml. Ademas, la
concentracion de la fosfatonina MEPE se observd ligeramente aumentada en las ratas
alimentadas con 0,6% y 1,2% de Pi en el pienso durante 1 semana, aunque dicho
aumento solo se mantuvo en el grupo de 1,2% de Pi pasadas 8 semanas. Para finalizar,
se cuantificd la concentracién de 25-hidroxivitamina D3, Klotho, sFRP4 y T3 sin obtener
diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los grupos de estudio

(Figura R18).
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Figura R18: Concentracidn en plasma de diferentes hormonas fosfaturicas. Cuantificacién mediante
test ELISA de PTH, FGF-23, 25-hidroxivitamina D3 (forma inactiva de la vitamina D3, que se mantiene
durante mas tiempo estable en sangre), klotho, MEPE, sFRP4 y T3 en plasma. *p<0.05; **p<0.01;
***p<0.001.
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2.2.3. Expresion proteica de diferentes transportadores en BBMV de corteza

renal

Los transportadores cuya expresién fue analizada in vitro mediante la linea celular

OK, fueron evaluados in vivo en BBMV de corteza renal de las ratas que consumian los

diferentes piensos durante 1 y 8 semanas, con el fin de comprobar si los cambios

observados in vitro se reproducian in vivo.

En las ratas adaptadas a las diferentes dietas durante 1 semana los resultados

fueron muy similares a los obtenidos en células OK-P, ya que cuando existe privacion de

Pi se observd el aumento en la expresion de NaPi-lla y de NHE3, asi como de su forma

fosforilada en serina 552, forma inactiva de la proteina (Figura R19 A).
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Figura R19: Expresion proteica de diferentes transportadores en BBMV de corteza renal. Western-
Blot de NaPi-lla, V-ATPasa, NHE3 y NHE3 fosforilado en la posicion serina 552 (NHE3 P-Ser552) en
BBMYV de corteza renal de ratas adaptadas a 0,1%, 0,6% y 1,2% de Pi en el pienso durante 1 semana
(A) versus 8 semanas (B). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Cuando las ratas son alimentadas con las mismas dietas, pero durante 8 semanas,
las diferencias observadas en la expresiéon de NHE3 desaparecieron y Unicamente se
obtuvo el aumento de la expresion de NaPi-lla (Figura R19 B). Ademads, se observd un
aumento moderado en la expresion de NHE3 fosforilado en serina 552 en respuesta a
una ingesta reducida de Pi (0,1% de Pi), pero dicha tendencia no llega a ser significativa.
La expresion de la V-ATPasa tampoco se vio modificada en los diferentes grupos ni a 1

semana ni a 8 semanas (Figura R19 Ay B).
2.2.4. Efecto de la privacion de Pi sobre la estructura y densidad dsea

Con los valores obtenidos en la excrecion renal de calcio y bicarbonato en orina de
las ratas alimentadas con 0,1% de Piy dado que la concentracién de ambos parametros
no se ve alterada en sangre ni a 1 ni a 8 semanas, se planted la posibilidad de que dichos
componentes estuvieran siendo movilizados del hueso, provocando posibles
alteraciones oseas. Por todo ello se procedié a realizar una microtomografia
computerizada (microCT) 3D de rayos X de las tibias de las ratas alimentadas con 0,1%,
0,6% Yy 1,2% de Pi en el pienso durante 1y 8 semanas, asi como la cuantificacidn en orina

de deoxipiridinolina (DPD), conocido marcador de la resorcion ésea.

En primer lugar, se observd un aumento en los valores de DPD en orina en aquellas
ratas alimentadas con 1,2% de Pi respecto a las ratas alimentadas con 0,1% de Pi durante

1 semana, ya que dicho aumento desaparece tras 8 semanas (Figura R20).

En cuanto a la microCT, el andlisis del hueso trabecular en ratas alimentadas con
0,1% de Pi en el pienso durante 1 semana, mostré un aumento en el porcentaje de hueso
por region de interés (BV/TV), asi como un aumento del nimero de trabéculas y de
conexiones trabeculares, sin que se modificasen ni el grosor de las trabéculas ni la

separacion entre ellas (Figura R21 Ay R22).

Sin embargo, no se encontraron variaciones en los parametros analizados en el
hueso cortical que incluian el grosor cortical, la porosidad y el diametro de los poros
corticales (Figura R21 B). En definitiva, se observé un ligero aumento en la formacion de

hueso trabecular y ninguna variacién apreciable en el hueso cortical (Figura R22).
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Figura R20: Cuantificacion de deoxipiridinolina (DPD) en orina. Se cuantifico la concentracién de DPD
en orina y se corrigid respecto a los valores obtenidos de creatinina en orina. *p<0.05; **p<0.01.
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Figura R21: Cambios en la estructura del hueso trabecular y cortical. Andlisis de diferentes
parametros estructurales del hueso trabecular (A) y cortical (B) mediante microCT en tibias de ratas
alimentadas con diferentes concentraciones de Pi durante 1 semana. *p<0.05; **p<0.01.
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Figura R22: Modelos tridimensionales de la estructura ésea de ratas alimentadas con diferentes
concentraciones de Pi durante 1 semana. A la izquierda, el hueso trabecular representado en color
amarillo, donde puede apreciarse el patrdn trabecular (vista lateral y corte transversal). A la derecha,
estructura del hueso cortical incluyendo los poros corticales.

Por otro lado, del analisis del hueso en su conjunto se extrajeron dos valores, la
densidad mineral 6sea (BMD) y la densidad mineral del tejido (TMD). Mientras que, la
densidad mineral 6sea aumentod en las ratas alimentadas con 0,1% de Pi en el pienso, la
densidad mineral del tejido no se vio modificada (Figura R23), lo cual se explica debido
a que Unicamente se observé aumento del hueso trabecular, el cual puede estar siendo
obviado en la cuantificacion de la densidad mineral del tejido que solo tiene en cuenta

el tejido calcificado con una mayor densidad.

BMD 1 week TMD 1 week

0.25 1.4

0.20 -
. . L 12
L 0.15 £
kS s .
3 0.10 ©

' 1.0
0.05
0.00 0.8
0.1% Pi 0.6% Pi 1.2% Pi 0.1% Pi 0.6% Pi 1.2% Pi

Figura R23: Efecto de la privacion de Pi durante 1 semana sobre la densitometria 6sea. Se muestran
los parametros de densidad mineral ésea (BMD) y densidad mineral del tejido (TMD) obtenidos
mediante microCT en tibias. *p<0.05; **p<0.01.
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A 8 semanas, se mantuvo el aumento del porcentaje de hueso trabecular y del
numero de trabéculas en privacién de Pi (0,1% de Pi), pero ademas, aumento el nimero
de conexiones trabeculares y disminuyd la separacidn entre trabéculas (Figura R24 A).
En cuanto al hueso cortical, se produjo un aumento en la relacidn entre la superficie
cortical y el volumen del hueso cortical, asi como una disminucién del grosor del hueso
cortical, que se traduce también en un ligero aumento de la porosidad cortical que no

llega a ser estadisticamente significativa (Figura R24 B).

En conclusidn, se observé un aumento del hueso trabecular y una disminucién del

hueso cortical que se aprecia en los modelos tridimensionales (Figura R25).
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Figura R24: Cambios en la estructura del hueso trabecular y cortical. Andlisis de diferentes
parametros estructurales del hueso trabecular (A) y cortical (B) mediante microCT en tibias de ratas
alimentadas con diferentes concentraciones de Pi durante 8 semanas. *p<0.05; **p<0.01.
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Figura R25: Modelos tridimensionales de la estructura ésea de ratas alimentadas con diferentes
concentraciones de Pi durante 8 semanas. A la izquierda, el hueso trabecular representado en color
amarillo, donde puede apreciarse el patrén trabecular (vista lateral y corte transversal). A la derecha,
estructura del hueso cortical incluyendo los poros corticales.

La BMD en las ratas alimentadas con el pienso de 0,1% de Pi tras 8 semanas se
mantuvo en valores superiores a las ratas alimentadas con mayores concentraciones de
Pi en el pienso (Figura R26), lo cual se explica debido al aumento del hueso trabecular
(Figura R24 A). Lo contrario sucede con los valores de TMD que disminuyeron en
respuesta a la privacion de Pi (Figura R26), en consecuencia, de la disminucién del grosor

del hueso cortical (Figura R24 B).
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Figura R26: Efecto de la privacidon de Pi durante 8 semanas sobre la densitometria ésea. Se muestran
los parametros de densidad mineral ésea (BMD) y densidad mineral del tejido (TMD) obtenidos
mediante microCT en tibia. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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2.2.5. Analisis de la expresion de diferentes osteogenes

Tras los resultados obtenidos en el andlisis estructural del hueso, se procedid a
analizar la expresién de diferentes osteogenes cuya expresion pudiera estar modificada
en las ratas con privacién de Pi (0,1% de Pi) a 8 semanas, momento en el cual los cambios

estructurales eran mas notables.

Las ratas alimentadas con el pienso de 0,1% de Pi mostraron un aumento en la
expresion de RNA de osteoprotegerina y una disminucion de RANKL (Figura R27), ambos
factores secretados por osteoblastos e intimamente relacionados, que presentan
funciones contrapuestas. Ademads, se observaron cambios en la expresién de
osteopontina y osteocalcina, en ambos casos se produjo una reduccién en la expresién

de las ratas alimentadas con 0,1% de Pi en el pienso durante 8 semanas (Figura R27).

Sin embargo, no se obtuvieron variaciones en la expresion de otros factores entre
los que se incluyen, TNAP (fosfatasa alcalina no especifica de tejido), Phosphol, Runx2
y ActR2a (receptor de activina de tipo 2a), Acp5 (fosfatasa acida resistente a tartratos

tipo 5) y las catepsinas Sy K (Figura R27).
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Figura R27: Cambios en la expresion de diferentes osteogenes en ratas con privacion de Pi mediante
PCR real time. Opg, osteoprotegerina; OSP, osteopontina; OCN, osteocalcina; TNAP, fosfatasa
alcalina no especifica de tejido; ActR2a, receptor de activina de tipo 2a; CtsS, catepsina S; CtskK,
catepsina K; Acp5, fosfatasa 4cida resistente a tartratos tipo 5. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Ademads, se cuantificd la expresion de diferentes factores relacionados con la ruta
Wnt/B-catenina (via candnica), implicada en la formacién 6sea y activacion de

osteoblastos entre otras funciones.

La expresion de los receptores de tipo frizzled 1y 2 y de sus co-receptores LRP5 y
LRP6 necesarios para la activacién de la ruta Wnt no se vio modificada, asi como la
expresion de B-catenina (Figura R28). Ademds, se analizd la expresidn de esclerostina,
Sfrp4, Wifl (factor de inhibicion de Wnt tipo 1), Dkk1, Dkk2 y Dkk3; todos ellos
inhibidores de la ruta Wnt. Unicamente, Sfrp4 mostré un aumento en su expresion en

las ratas alimentadas con 1,2% de Pi (Figura R28).
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Figura R28: Cambios en la expresion de diferentes osteogenes relacionados con la ruta Wnt en ratas
con privacién de Pi mediante PCR real time. Fzd1, receptor de tipo frizzled 1; Fzd2, receptor de tipo
frizzled 2; Sost, esclerostina; Sfrp4, secreted frizzled-related protein 4; Wifl, factor de inhibicion de
Whnt tipo 1, Dkk1, dickkopf-related protein 1; Dkk2, dickkopf-related protein 2; Dkk3, dickkopf-related
protein 3. *p<0.05; **p<0.01.
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PARTE 3. CARACTERIZACION DE LA INHIBICION DEL TRANSPORTE
DE FOSFATO POR NAD

3. 1. EFECTO DE NAD*, NADH Y NAM SOBRE EL TRANSPORTE DE
FOSFATO EN BBMV

Con el fin de determinar las caracteristicas de la inhibicion producida por NAD se
utilizaron BBMV de corteza renal y yeyuno de ratas adaptadas a una dieta estandar con

una concentraciéon de Pi de 0,6%.

En primer lugar, se evalud la capacidad inhibitoria de tres compuestos: NAD*, NADH
(la forma reducida de NAD) y NAM, precursor de ambos compuestos, en el transporte

de Pi sodio-dependiente en diferentes circunstancias.

Unicamente se observé la inhibicién con NAD*y NADH en BBMV de corteza renal y
yeyuno de rata cuando dichos compuestos fueron preincubados durante los 30 minutos
previos al transporte con 32P-Pi (Figura R29 A). Ademds, la inhibicién se produjo tanto a

temperatura ambiente como a 4°C (Figura R29 B).
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Figura R29: Resultado de la preincubaciéon y la temperatura sobre el efecto de 0,5 mM de NAD,
NADH y NAM en BBMV de rata. A. Diferencia entre preincubacién en hielo de 30 minutos respecto a
no preincubar en BBMV de corteza renal (arriba) y yeyuno (abajo). B. Efecto de preincubar en hielo
0 a temperatura ambiente en BBMV de corteza renal. *p<0.05; **p<0.01.

Para determinar si el efecto sobre el transporte de Pi es especifico, se realizé un
transporte con D-glucopiranosido, en el cual no se observé el efecto inhibitorio de NAD*
y NADH (Figura R30). Aunque, si se observa un descenso de un tercio del transporte de

D-glucopiranosido cuando las vesiculas son preincubadas con NAM.
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Figura R30: Especificidad del efecto inhibitorio de NAD* y NADH sobre el transporte de Pi en BBMV
de corteza renal. *p<0.05; **p<0.01.

3. 2. ANALISIS CINETICO DE LA INHIBICION SODIO-DEPENDIENTE DE
FOSFATO POR PARTE DE NAD+*Y NADH EN BBMV

Se llevaron a cabo estudios de dosis-respuesta con NAD* y NADH en BBMV de
corteza renal y yeyuno para determinar la concentracién inhibitoria media (1Cs0) con una
concentracion fija de sustrato de 50 uM Pi y concentraciones crecientes del inhibidor.

Ambas cinéticas se llevaron a cabo en presencia de sodio.

Se obtuvo la clasica curva de inhibicidn dosis-respuesta, en la cual se produjo una
marcada caida del transporte de Pi con un pequefio intervalo de concentraciones de
NAD* y NADH. Las ICso fueron calculadas mediante regresidn no lineal a través de una

ecuacion dosis-respuesta sigmoidea con pendiente variable, obteniendo valores en el
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rango micromolar tanto para NAD* como para NADH, siendo inferiores en BBMV de

yeyuno (Figura R31).
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Figura R31: Curva dosis-respuesta para NAD* y NADH en BBMV de corteza renal (arriba) y yeyuno
(abajo). La determinacidn de los valores de ICso se realizé6 mediante regresion no lineal usando una
ecuacion dosis-respuesta sigmoidea tras la transformacién en logaritmo de las concentraciones de
NAD*/NADH en abscisas.
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A continuacién, se procedié al cdlculo de la constante de inhibicién (Ki) y la
determinacion del mecanismo de inhibicidn a través de diferentes curvas de saturacion
de Michaelis-Menten con distintas concentraciones de NAD* en BBMV de corteza renal

de rata, como se ha explicado en Métodos.

Se realizaron 4 curvas de saturacién de Pi, cada una con una concentracion de
inhibidor (0, 30, 100 y 300 uM de NAD"). El ajuste individualizado mediante regresion
no lineal mostré el aumento de la Km con el incremento de la concentracion de NAD* en
cada curva, mientras que la Vmax permanecié relativamente constante. Los cambios
aparentes en la afinidad por el sustrato (Pi) permiten corroborar el modelo competitivo
de inhibicién (Figura R32 A). Usando dicho modelo competitivo se obtuvo una Kide 538

1M NAD* en BBMV de corteza renal.
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Adicionalmente, se realizé un ajuste por regresion lineal mediante el método
Lineweaver-Burk (Figura R32 B), donde también pudo apreciarse el cambio en la afinidad
por el sustrato cuando se modificd la concentracion de inhibidor. El valor en el cual la
recta corta la linea de abscisas representa 1/Km y como puede observarse la Kn aumentd
con el incremento de la concentracién de NAD". Este ajuste sirve para ilustrar el modelo,

en ningun caso para el calculo preciso de la constante de inhibicidn.

A .
- Kidney BBMV
—{F+ 0 uM NAD, K_ 0.10 mM
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Figura R32: Anélisis cinético de la inhibicion de NAD* sobre el transporte de Pi en BBMV de corteza
renal. A. Regresidon no lineal de las curvas de saturacién tras ajustar mediante la ecuacién de
Michaelis-Menten con un componente no saturable. En la leyenda se incluyen los valores de K, para
cada una de las curvas. La figura principal muestra el grafico en detalle hasta 1 mM de Pi. En la
miniatura se muestra la curva tedrica tras la eliminacién del componente no saturable, en el rango
completo de concentraciéon de Pi hasta 6 mM B. Ajuste por regresién lineal mediante el método
Lineweaver-Burk. El grafico completo se muestra en la miniatura, mientras que en la figura principal
se muestra en detalle.
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3. 3. EFECTO DE NAD+, NADH Y NAM SOBRE COTRANSPORTADORES
Na/Pi EXPRESADOS EN OVOCITOS DE XENOPUS LAEVIS

Con el fin de averiguar si NAD*y NADH inhiben de forma directa los transportadores
de Pi de la familia Slc34 y SIc20, se procedid a expresar dichos transportadores en

ovocitos de Xenopus laevis mediante nanoinyeccion de los correspondientes cRNAs.

Los ovocitos fueron preincubados durante 30 minutos a temperatura ambiente y
con 0,5 mM de NAD*, NADH y NAM, para posteriormente realizar el transporte durante
1 hora con medio de transporte con 32P y manteniendo las mismas concentraciones de
los inhibidores. Ninguno de los transportadores expresados (NaPi-lla, NaPi-llb, NaPi-llc,

Pit-1y Pit-2) fue inhibido por los compuestos utilizados (Figura R33).
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Figura R33: Efecto de NAD*, NADH y NAM sobre los cotransportadores Na/Pi pertenecientes a la
familia Slc34 y Slc20 expresados en ovocitos de Xenopus laevis. Los ovocitos fueron inyectados con
5 ng de cRNA de cada uno de los transportadores y tras 3 dias se realizé el transporte con 32P-Pi
durante 1 hora en presencia de 0,5 mM de NAD*, NADH y NAM. Mismas concentraciones utilizadas
en los 30 minutos de preincubacién previos al transporte.
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3. 4. ANALISIS DE LA RIBOSILACION DE NaPi-IIA Y NaPi-IIB COMO
POSIBLE MECANISMO DE INHIBICION

Con el fin de comprobar si la inhibicién del transporte de Pi mediada por NAD*
supone la ribosilacién de los cotransportadores sodio dependientes NaPi-lla y NaPi-llb,
se realizd un estudio de ribosilaciéon con NAD marcado con 32P en BBMV de corteza renal

y yeyuno.

Las membranas y los geles desecados revelaron la existencia de proteina ribosilada
en el homogenado total, pero no se encontraron sefiales de 3?P en el inmunoprecipitado
de NaPi-lla y NaPi-llb, ni siquiera tras 1 mes de exposicidn a las peliculas, lo que excluiria
la posibilidad de la ADP-ribosilacion (Figura R34 A). La presencia de NaPi-lla y NaPi-llb
en el inmunoprecipitado fue confirmada mediante Western-Blot de las membranas tras

la exposicién (Figura R34 B).
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Figura R34: Andlisis de la ribosilacién en BBMV de corteza renal y yeyuno de rata. A. Proteina total
ribosilada (izquierda) e inmunoprecipitado de NaPi-lla y NaPi-llb (derecha) en pelicula de rayos X
expuestas durante 15 dias. B. Western-Blot de NaPi-lla y NaPi-llb del inmunoprecipitado tras la
exposicion de las membranas durante un mes. C. Uso de diferentes inhibidores de la ribosilacién en
presencia de 50 uM de NAD* en BBMV de corteza renal de rata. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Con el fin de excluir completamente la ribosilacion como mecanismo inhibidor, ya
gue ésta podria ocurrir no en los transportadores de Pi, sino en proteinas asociadas, se
utilizaron a continuacién, varios inhibidores de las ADP-ribosiltransferasas (ART): 3-
metoxibenzamida, metayodobencilguanidina (MIBG), bisulfito sédico de menadiona
(vitamina K3), novobiocina (Novob) y vitamina Kj. Las concentraciones utilizadas fueron
las indicadas en la Figura R34 C, tanto en el medio de transporte, como en la
preincubacion de las vesiculas con NAD*. Como puede observarse en dicha Figura R34
C, ninguno de los inhibidores de las ART fue capaz de evitar el efecto inhibitorio de NAD*

sobre el transporte de Pi.

3.5. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FOSFATO EN LA
DIETA EN LA CONCENTRACION DE NAD EN RINON E INTESTINO

Para finalizar, se decidié comprobar si los valores de NAD*/NADH presentan
variaciones en corteza renal y yeyuno in vivo. Para ello se usaron los tejidos de ratas de
la primera parte del estudio de adaptaciones agudas, en el cual los animales fueron

adaptados a dietas con diferentes concentraciones de Pi (Figura M1).

La concentracion de NAD total (NAD*/NADH) en corteza renal varié Unicamente en
las ratas con alimentacidn restringida a 4 horas, observandose una reduccion del 50%
en las ratas alimentadas con el pienso de 0,1% de Pi respecto al 1,2% de Pi. En cambio,
en mucosa intestinal no se observaron variaciones en la concentracién de NAD total

(Figura R35).
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Figura R35: Concentracion de NAD total (NAD*/NADH) en corteza renal (izquierda) y yeyuno
(derecha). *p<0.05.
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PARTE 4. CARACTERIZACION DE LA INHIBICION DEL TRANSPORTE
DE FOSFATO POR FUROSEMIDA

4. 1. EFECTO DE FUROSEMIDA SOBRE COTRANSPORTADORES Na/Pi
EXPRESADOS EN OVOCITOS DE XENOPUS LAEVIS

Se decididé usar una concentracion fija de furosemida (5 mM) en la solucién de
transporte para ver si era capaz de inhibir el transporte de Pi en los ovocitos que
expresaban los diferentes transportadores conocidos de fosfato sodio dependientes
pertenecientes a la familia Slc34 y SIc20. Como puede observarse en la Figura R36, la
furosemida inhibié el transporte de Pi en los ovocitos que expresaban los
transportadores de la familia Slc34 (NaPi-lla, NaPi-llb y NaPi-llc), mientras que no se
observd ninguna variacion en los ovocitos que expresaban Pit-1 y Pit-2, asi como en
aquellos ovocitos inyectados con agua. Tanto en NaPi-lla como en NaPi-llb supuso una
reduccion de entre el 78 y el 80% en la acumulacién de Pi en el interior del ovocito y de

hasta el 50% en NaPi-llb.
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Figura R36: Efecto de furosemida sobre los cotransportadores Na/Pi pertenecientes a la familia Slc34
y Slc20 expresados en ovocitos de Xenopus laevis. Los ovocitos fueron inyectados con 5 ng de cRNA
de cada uno de los transportadores y tras 3 dias se realizé el transporte con 32P-Pi durante 1 hora en
presencia de 5 mM de furosemida en el medio de transporte. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Para determinar la concentracion inhibitoria media (1Cso) se llevaron a cabo estudios

de dosis-respuesta de furosemida con una concentracion fija de sustrato de 50 uM Piy
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concentraciones crecientes del inhibidor para cada uno de los transportadores en los

cuales se observé inhibicidon (NaPi-lla, NaPi-llb y NaPi-lIc).

Se obtuvieron curvas de inhibicion dosis-respuesta, en las cuales se produjo una
marcada caida del transporte de Pi con un pequefio intervalo de concentraciones de
furosemida (Figura R37). Las ICso fueron calculadas mediante regresién no lineal a través
de una ecuacion dosis-respuesta con pendiente variable. Los valores para ICso obtenidos

fueron de 4,15 mM en NaPi-lla, 6,21 mM en NaPi-llb y 3,92 mM en NaPi-llc.
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Figura R37: Curva dosis-respuesta para furosemida en NaPi-lla, NaPi-llb y NaPi-lic expresados en
ovocitos de Xenopus laevis. Los ovocitos fueron inyectados con 5 ng de cRNA de cada uno de los
transportadores y tras 3 dias se realizd el transporte con 32P-Pi durante 1 hora. La determinacién de
los valores de ICsp se realizé mediante regresién no lineal usando una ecuacidn dosis-respuesta tras
la transformacion en logaritmo de las concentraciones de furosemida en abscisas.

A continuacién, se procedid a la determinacién del mecanismo de inhibicién y al
calculo de la constante de inhibicién (K;) de NaPi-lla, a través de diferentes curvas de
saturacion de Michaelis-Menten con distintas concentraciones de furosemida, en

ovocitos.

Se realizaron 4 curvas de saturacién de Pi, cada una con una concentracion de

inhibidor presente en el medio de transporte (0, 3, 5y 8 mM de furosemida). El ajuste
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individualizado mediante regresion no lineal mostré el aumento de la Ky con el
incremento de la concentracion de furosemida en cada curva, mientras que la Vmax
permanecio relativamente constante. Por lo tanto, los cambios aparentes en la afinidad
por el sustrato (Pi) permiten corroborar el modelo competitivo de inhibicién (Figura
R38). A través del ajuste global mediante dicho modelo competitivo se obtuvo una Kide

1,075 mM de furosemida en el transporte de Pi de NaPi-lla.
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Figura R38: Analisis cinético de la inhibicién de furosemida sobre el transporte de Pi para NaPi-lla.
Regresion no lineal de las curvas de saturacién tras ajustar mediante la ecuaciéon de Michaelis-
Menten.

4. 2. EFECTO DE FUROSEMIDA SOBRE DEL TRANSPORTE DE FOSFATO
SODIO-DEPENDIENTE EN CELULAS OK

Con el fin de confirmar que la inhibicion observada en el transporte de Pi en
ovocitos que expresaban los diferentes transportadores Na/Pi de tipo Il, se reproducia
en las células OK, se realizé la medicidn del transporte de Pi en presencia de diferentes

concentraciones de furosemida.
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Con una concentracion de 4 mM de furosemida se observé disminucién en el
transporte de Pi por parte de las células OK (Figura R39). Esa inhibicion en el transporte
de Pi aumentd con el incremento de la concentracion de furosemidaa 6 mM y 10 mM,
aunque entre ambas concentraciones no se observaron diferencias. Esta situacion
puede deberse a que se habria alcanzado el maximo efecto ya con la concentracion de

6 mM de furosemida.

Pi transport in OK cells
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Figura R39: Efecto de furosemida sobre el transporte de Pi en células OK. El medio de transporte
contenia las concentraciones indicadas de furosemida. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

4. 3. EFECTO DE FUROSEMIDA EN RATAS

Finalmente, con el fin de determinar si el efecto inhibitorio sobre el transporte de
Pi observado in vitro se reproduce in vivo, se realizé un estudio con ratas tratadas con
furosemida en las cuales se cuantifico el consumo de pienso y la concentracion de Pien
heces y orina. La furosemida fue administrada en el pienso a una concentracién de 0,5
mg/g de pienso y se tradujo en una dosis promedio de 27 mg/kg. Las ratas fueron
mantenidas durante 48 horas en las jaulas metabdlicas y se recogieron tanto la orina

como las heces cada 24 horas.

El consumo de pienso y en consecuencia la cantidad ingerida de Pi durante las 48
horas del experimento fue similar en ambos grupos y tampoco se observaron diferencias
en el Pi fecal analizado en las segundas 24 horas (Figura R40 A y B). Sin embargo, se
observaron diferencias en la excrecion de Pi en orina (Figura R40 C), ya que aumentd en
las ratas tratadas con furosemida. Ademas, se realizd la medicién del pH en la orina sin
obtener diferencias entre grupos y se cuantificé el volumen total de orina excretado, en

el cual pudo observarse el efecto diurético de la furosemida (Figura R40 Dy E).
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Figura R40: Efecto de furosemida en el metabolismo del Pi. Los datos mostrados corresponden a las
mediciones realizadas en las segundas 24 horas en jaula metabdlica. A. Cuantificacién de Pi
consumido en 24 horas respecto al peso de los animales. B. Fosfato fecal corregido respecto a la
cantidad de Pi ingerida C. Ratio fosfato/creatinina en orina. D. Volumen de orina. E. pH en orina.
*p<0.05.
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PARTE 5. BUSQUEDA DE NUEVOS TRANSPORTADORES DE
FOSFATO: IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE SLC4A1

Como ya se ha comentado en la Introduccién, multiples incognitas permanecen sin
resolver respecto al transporte transcelular de Pi, especialmente en intestino delgado.
Por ello, se decidi6é clonar diferentes transportadores de la familia Slc4 para poder
expresarlos en ovocitos de Xenopus laevis con el fin de analizar su posible implicacion

en el transporte de Pi.

La Figura R41, muestra la acumulacion de Pi en ovocitos que expresan cada uno de
los miembros de la familia Slc4. Ninguno de ellos incrementd la toma de Pi sobre el nivel
enddgeno (ovocitos inyectados con agua). Sin embargo, en el caso de Slc4al se observd
un descenso de en torno al 50% de la acumulacién de 32P respecto a los ovocitos

inyectados con agua.

Screening of the Sic4 family involvement in Pi transport
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144 Cholina T

*kk

pmol Pi/ oocyte*hour

0.2 i i
LW e L "R BRI Al

T T T T T T T T T T T T
Water Rat Human Mice Human Human Human Human Human Human Human Human
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Figura R41: Andlisis de la implicacion de la familia Slc4 sobre el transporte de Pi. Transporte de Pien
presencia de sodio y colina en diferentes miembros de la familia Slc4. * representa diferencia
estadisticamente significativa respecto a los ovocitos control inyectados con agua. *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001.

Debido a los resultados preliminares obtenidos al estudiar la familia Slc4, se decidio
proceder a la caracterizacion del transportador Slc4al en el transporte de Piy para ello

se llevaron a cabo diferentes estudios tanto en ovocitos de Xenopus laevis como in vivo.
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5. 1. CARACTERIZACION DE LA INHIBICION DE LA ACUMULACION DE
FOSFATO PROVOCADA POR LA EXPRESION DE SLC4A1 EN OVOCITOS
DE XENOPUS LAEVIS

En primer lugar, se estudié el transporte de Pi en ovocitos que sobreexpresaban
Slc4al de rata respecto a ovocitos control inyectados con agua, en presencia de
diferentes cationes (sodio, colina, potasio y litio). Como se habia podido observar en el
andlisis de los diferentes miembros de la familia Slc4 (Figura R41), los ovocitos que
expresaban Slc4al mostraron un descenso en la acumulacion de Pi en torno a un 50%
en presencia de NaCl, con respecto al grupo control. Cuando el catién sodio, fue
sustituido por colina, litio o potasio no se observaron variaciones (Figura R42 A).
Ademas, se expresaron cantidades crecientes de cRNA de Slc4al en los ovocitos
observandose una relacién inversa en la acumulacion de Pi en las células, es decir, una

disminucidn progresiva de la misma (Figura R42 B).

Pi transport in oocytes expressing Slc4a1 Dose-response Slc4a1
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Figura R42: Efecto de Slc4al en el transporte de Pi en presencia de diferentes cationes y con
diferentes cantidades de cRNA. A. Transporte de Pi de ovocitos inyectados con 1 ng de Slc4al cRNA
respecto a ovocitos inyectados con agua en presencia de soluciones de transporte que contenian
NaCl, colina, litio o potasio. B. Efecto de la expresidén de cantidades crecientes de cRNA de Slc4al.
*p<0.05

Los resultados anteriores se reprodujeron al inyectar el cRNA de SLC4A1 humano
(Figura R43 A). Debido a que el transporte de bicarbonato por Slc4al va unido
necesariamente al antitransporte de ion cloruro, estudiamos si en el caso del Pi la
presencia del ion cloruro era también necesaria para el paso del Pi. Se observé que el
efecto inhibitorio del Slc4al de rata sobre la acumulacion de Pi en el interior de los

ovocitos fue independiente de cloro (Figura R43 B).
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Figura R43: Efecto de Slc4al de rata en ausencia de cloro y frente a SLC4A1 humano en presencia de
NaCl y colina. A. Transporte de Pi en presencia de NaCl o colina en ovocitos inyectados con 1 ng de
cRNA. # representa diferencia estadisticamente significativa respecto a los ovocitos inyectados con
agua en medio de transporte con colina B. Transporte de Pi en presencia de NaCl y en ausencia de

cloro en ovocitos inyectados con 1 ng de cRNA. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Con el fin de facilitar el efecto de Slc4al con mas cantidad de Pi acumulado, y
analizar si el efecto se debia exclusivamente al transporte endégeno del ovocito, se
procedio a coinyectar el cRNA de Slc4al con NaPi-lla o bien con Pit-1. Como control

positivo del experimento, también se coinyectaron NaPi-lla y Pit-1 con XPR1.
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Figura R44: Efecto de la coexpresion de Slc4al con NaPi-lla y Pit-1 en el transporte de Pi. Coexpresidn
de NaPi-lla (A) y Pit-1 (B) con Slc4al en presencia (izquierda) y ausencia (derecha) de cloro. Se inyecté
1 ng de cRNA tanto para Pit-1 como NaPi-lla por separado, mientras que en la coexpresién con otros
transportadores se inyectd 1 ng de cRNA de cada uno de ellos.
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Como indica la Figura R44, la coexpresion de Slc4al con NaPi-lla y con Pit-1 evitd
completamente la acumulacion de Pi que se produjo en los ovocitos cuando Unicamente
expresaban NaPi-lla o Pit-1. Esta situacion sucedié tanto en presencia como en ausencia
de cloro, por lo tanto, el efecto inhibitorio de Slc4al fue cloruro independiente. La
coexpresion con XPR1 no produjo ningun efecto respecto al transporte endégeno, como

ya se habia comprobado anteriormente (no mostrado).

Con el fin de proseguir con la caracterizacién de Slc4al en el transporte de Pi, se
procedio a usar diferentes inhibidores conocidos del intercambiado de bicarbonato por
Slc4al: DIDS, SITS, floretina, dipiridamol (DP), 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (DNFB) vy
acido niflamico. Ninguno de ellos fue capaz de revertir el efecto inhibitorio de Slc4al
sobre la acumulacién endégena de Pi en los ovocitos (Figura R45 A) ni a la debida a la

expresion de NaPi-lla (Figura R45 B).
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Figura R45: Uso de inhibidores del intercambiador Slc4al en el transporte de Pi. A. Transporte de Pi
en ovocitos inyectados con Slc4al y agua, en presencia de NaCl. B. Transporte de Pi en ovocitos
inyectados con agua, NaPi-lla y NaPi-lla con Slc4al, en presencia de NaCl. En todos los casos la
cantidad de cRNA inyectada de cada transportador fue de 1 ng para evitar la saturacién del sistema

enddgeno de traduccidn.
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Con el fin de comprobar la expresion de ambos transportadores en la membrana
del ovocito cuando se llevaba a cabo la coinyeccidn de Slc4al con otros transportadores
como NaPi-lla, se realizd la biotinilizacion y purificacidn de las proteinas de superficie en
el ovocito. En los ovocitos en los cuales se produjo la coexpresion de NaPi-lla y Slc4al,
ambas proteinas se encontraron presentes en la proteina total biotinilada (Figura R46),
asi como en aquellos ovocitos que expresaban unicamente Slc4al o NaPi-lla. En los
ovocitos inyectados con agua, usados como control negativo, no se encontraron dichas
proteinas. Ademads, como control negativo de la coexpresion con NaPi-lla el cRNA de
éste se coinyectd junto al de Slc4a2, transportador sin efecto sobre la acumulacion de

Pi en los ovocitos.
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Figura R46: Expresion de NaPi-lla y Slc4al de rata en la membrana de los ovocitos. Deteccidn
mediante Western-Blot de Slc4al (A) y NaPi-lla (B) en proteina biotinilada de ovocitos inyectados
con agua y los diferentes transportadores indicados en la parte superior.

Con el fin de elucidar si Slc4al evita la entrada de Pi o bien incrementa su salida, se
llevd a cabo un experimento de inyeccidn directa de 32Pi (ortofosfato) puro en ovocitos
previamente inyectados con agua o que expresaban Slc4al tras tres dias de incubacion.
La radiactividad que quedaba en los ovocitos a lo largo del tiempo fue determinada
como radiacion Cherenkov y representada en la Figura R41. No se observaron
diferencias entre las cpm de los ovocitos inyectados con agua o con Slc4al. Aunque
sigue siendo la opcién mds probable, este experimento no permite confirmar un

incremento en la salida de Pi del interior del ovocito, causado por Slc4al.
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Figura R47: Efecto de Slc4al de rata sobre el 3P inyectado en ovocitos. Todos los ovocitos fueron
inyectados con 50 nl de 32P y permanecieron en solucidn de transporte con NaCl hasta su medicidn
a diferentes tiempos.

5. 2. EXPRESION DE SLC4A1 EN RATAS ADAPTADAS A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE FOSFATO EN LA DIETA

Para finalizar, se decidié comprobar la existencia de variaciones en la expresion de
Slcdal en tejidos de rata, concretamente en corteza renal y yeyuno. Para ello se usaron
los tejidos de las ratas de la primera parte del estudio de adaptaciones agudas a cambios
en la concentracion del fosfato en la dieta (Figura M1). Concretamente se usaron los
tejidos de los animales alimentados con el pienso de 0,1% y 1,2% de Pi de forma crénica

y las ratas de las adaptaciones agudas a cambios de Pi en la dieta.

En la expresion de mRNA en corteza renal y yeyuno de Slc4al no se observaron
variaciones en funcion del consumo de dietas con diferentes concentraciones de Pi
(Figura R48 A). Asimismo, no existieron variaciones en la expresion proteica de SLC4A1
en corteza renal (Figura R48 B). En yeyuno también se procedié a medir la expresion de
Slc4al, no observandose diferencias en la expresion de mRNA. Sin embargo, los
anticuerpos existentes no consiguieron identificar la proteina SLC4A1 en la mucosa de

yeyuno mediante Western-Blot.
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Figura R48: Expresidon de Slc4al en corteza renal y yeyuno de ratas adaptadas a diferentes
concentraciones de Pi en la dieta. A. Analisis de la expresidon de mRNA en corteza renal (izquierda) y
yeyuno (derecha) mediante qPCR. B. Expresion proteica de Slc4al en corteza renal mediante
Western-Blot.
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V. DISCUSION
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PARTE 1. ADAPTACIONES AGUDAS A CAMBIOS EN LA
CONCENTRACION DEL FOSFATO EN LA DIETA

Aunque es necesario un conocimiento preciso sobre los factores involucrados en la
homeostasis del fosfato, resulta una tarea compleja ya que muchos de ellos
interaccionan entre si. En este apartado se ha intentado dilucidar los diferentes
mecanismos que puedan estar participando en la regulacién de la homeostasis del Pi en

adaptaciones al contenido de Pi en la dieta.
1. 1. REGULACION EN LA INGESTA DE PI

Existen diversos estudios que relacionan variaciones en el apetito con la
concentraciéon de Pi en el plasma y en el liquido cefalorraquideo. La reduccién de la
concentracién de Pi periférica y central coincide con la induccion del apetito en ratas
alimentadas con una dieta con concentraciones reducidas de fosfato (143—145). De la
misma manera, cuando las concentraciones de Pi en plasma y liquido cefalorraquideo
se reestablecen, disminuye el apetito (145,146). Por lo tanto, la concentracién de Pi en
plasma y liquido cefalorraquideo forma parte de manera directa o indirecta del
mecanismo por el cual se estimula el cambio en el comportamiento de los animales.
Investigaciones posteriores demostraron que las variaciones en la concentracion de Pi
del liquido cefalorraquideo producian cambios de comportamiento en el apetito de los
animales, sin necesidad de cambios en la concentracion de Pi en plasma (147). Ademas,
encontraron la presencia de transportadores sodio dependientes de Pi (similares a los
cotransportadores de la familia Slc34) en distintas areas del encéfalo, como la amigdala
y en células ependimarias circunvendriculares del tercer ventriculo. En concreto, se ha
postulado que estas células actuen como sensor de Pi, ya que se encuentran en contacto
directo con el liquido cefalorraquideo y muestran variaciones en la expresién de los

transportadores NaPis en su membrana en funcién de la concentracién de Pi (147).

En todas las ratas de este estudio se observd modificacién en la ingesta de pienso
cuando fueron sometidas a adaptaciones agudas el ultimo dia (Figura R1 B), pero dicha
modificacion en la ingesta fue mas marcada en las ratas PTX (Figura R6 B). Sin embargo,

cuando las ratas eran alimentadas con la misma dieta de forma crdonica no se observo

139



ninguna modificacién en la cantidad ingerida de pienso. Los cambios en el consumo de
pienso fueron acompafiados con el correspondiente aumento o disminucién de la
concentracién de Pi en plasma en funcion de si pasaban a consumir el pienso de 1,2% o
de 0,1% de Pi, respectivamente (Figura R4 A). Por lo tanto, el cambio agudo de la

concentracién de Pi en el pienso podria estimular o inhibir el apetito en las ratas.

Ademds, en las ratas PTX el consumo de pienso fue menor en los grupos
alimentados con el pienso de 0,6% y 1,2% de Pi (Figura R6 A). Esta situacion se
correlaciona con unos valores de Pi en plasma superiores a los obtenidos en las ratas
Sham (Figura R9). Teniendo en cuenta que el mecanismo por el cual parece estar
regulada la ingesta de Pi en ratas depende de la concentracién de Pi en liquido
cefalorraquideo y por lo tanto de forma indirecta en plasma (143-147), podria suponer
gue esa concentracion superior de Pi en plasma suponga una inhibicion en el apetito de

las ratas PTX que no sucede en las ratas Sham.
1. 2. ESTADO ACIDO BASE

Hemos corroborado que la privacion de Pi en la dieta produce una ligera
alcalinizacién en la orina (Figura R2 By R7 C). Este hecho se ha descrito en multiples
casos clinicos, ya que la hipofosfatemia provocada por la privacién de Piy otras causas,
se asocia con acidosis metabdlica y bicarbonaturia. En estos pacientes el estado acido
base se recupera Unicamente cuando se normaliza la fosfatemia (148). Existen
diferentes teorias que intentan explicar este fendmeno. Por un lado, se habla de que la
ausencia de Pi en el liquido tubular podria suponer la pérdida de su efecto como sistema
amortiguador de pH, lo cual junto con una disminucion en la produccidon de amoniaco
provocaria acidosis tubular distal y disminucion en la reabsorcion de bicarbonato. Por
otro lado, la disminucién de la concentracion de Pi, supondria una disminucidn en los
depdsitos de ATP en higado y tejido muscular, lo que aumentaria la produccion de acido

lactico, y esa acidosis ocasionaria rabdomidlisis en el tejido muscular (142,149).

Ademas, todos los grupos en las ratas PTX mostraron unos valores de pH
ligeramente superiores a los correspondientes en las ratas Sham, con la excepcion de

las ratas PTX adaptadas a 1,2% de Pi (Figura R7 C). En las ratas PTX la eliminacion de Pi
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a través de la orina también fue menor en comparacién con las ratas Sham (Figura R7
A), lo cual podria explicar ese ligero aumento en el pH, teniendo en cuenta las teorias
que postulan la relaciéon entre la concentracion de Pi en el liquido tubular vy

bicarbonaturia (142,149).

1. 3. TRANSPORTE DE FOSFATO EN CORTEZA RENAL Y YEYUNO

La excrecion renal de Pi es el mecanismo mds importante en la regulacion de la
homeostasis del Pi, por ello es importante una correcta adaptacion a las variaciones de
Pi que puedan producirse en la dieta. El transporte de Pi en corteza renal siempre estuvo
en relacion con la concentracion de Pi administrada en la dieta (Figura R4 C),
aumentando cuando la concentracion de Pi disminuia en el pienso, asi como en el
plasma (Figura R4 A). En ratas Sham el transporte de Pi en BBMV de corteza renal
muestra la misma regulacion. Sin embargo, en las ratas PTX, la ausencia de PTH supuso
un aumento en el transporte de Pi en las ratas alimentadas con 0,6% y 1,2% de Pi, en
comparacion con sus respectivos grupos de alimentacioén en las ratas Sham. Pese a ello,
se pudo observar el descenso en el transporte de Pi en las ratas PTX adaptadas a 1,2%
de Pi respecto a 0,1% de Pi. Todo ello se tradujo en un aumento de la concentracién de
Pi en plasma (Figura R9 A) y en la disminucion de la fosfaturia (Figura R7 A) en ratas PTX

alimentadas con los piensos de 0,6% vy 1,2% Pi.

Los resultados obtenidos pueden ser explicados por la ausencia de PTH. La hormona
paratiroidea es liberada en respuesta a una disminucion en la concentracion plasmatica
de calcio, y también, de forma independiente a un aumento en la de Pi (36). La PTH
causa la internalizacién de NaPi-lla, NaPi-llc (30,46,47) y Pit-2 (44), desde la membrana
apical de las células tubulares renales, por lo que disminuye la reabsorcidon de Pi.
Consecuentemente, en ausencia de PTH (animales PTX) cuando aumentamos la
concentracién de Pi en la dieta el transporte de Pi en rifidn no disminuye como estaba
esperado, aunque si existe un ligero descenso en el transporte de Pi con la dietade 1,2%
de Pi. Este descenso se podria atribuir directamente al propio mecanismo de adaptacién
de las células del tubulo proximal en respuesta a cambios en la concentracion de Piy a
FGF-23 ya que es el Unico de los factores fosfaturicos que muestra diferencias entre los

grupos (Figura R11 A). FGF-23 actua de forma muy similar a PTH, produciendo la
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disminucidn en la expresidn e internalizacion de NaPi-lla y NaPi-lic en corteza renal

(69,70,72).

En cuanto a las adaptaciones a los cambios agudos en la dieta, en ausencia de PTH
no se obtuvieron cambios en el transporte de Pi, salvo un ligero aumento en el grupo de
animales que cambiaron del pienso de 1,2% a 0,1% de Pi (Figura R9 B). En consecuencia,
podemos afirmar que el principal factor en la regulacion del rifildn a cambios agudos en
la concentracién de Pi en la dieta es PTH, por encima de FGF-23 u otras fosfatoninas,

como ya apuntaba el grupo del Prof. Wagner en estudios anteriores (50).

En cuanto a la absorcidn intestinal de Pi es el resultado del transporte transcelular
y la absorcidn pasiva paracelular, que serd proporcional a la concentraciéon de Pi
presente en la luz intestinal, ya que incluso con valores de Pi en el rango milimolar se
presenta como un transporte no saturable (96). Ademads, Eto et al. (97) mediante el uso
de la técnica electrofisioldgica de voltage clamp que permite diferenciar el transporte
transcelular del paracelular, determinaron que la via transcelular representaba el 78%
del transporte de Pien yeyuno de rata, respecto a la ruta paracelular que corresponderia
al 22% restante. Sin embargo, este estudio se llevo a cabo con una concentracidn de Pi
similar a la K del intestino (0,1 mM), por lo que en el estudio se veria favorecida la via
transcelular. Por lo tanto, cuando la concentracién de Pi disminuye en la luz del tracto

intestinal, el transporte transcelular adquiere una importancia mayor (23).

En la presente tesis se ha analizado el transporte via transcelular, utilizando BBMV
de yeyuno para estudiar el componente sodio dependiente con el fin de simplificar la
interpretacioén de los resultados. Asimismo, el ratio de transporte de Pi en rata es mayor
en yeyuno, ligeramente inferior en duodeno y minimo en ileon (23,150,151), y diversos
estudios muestran una mayor relevancia y expresion de NaPi-llb en esta seccion del
intestino delgado (23,152). Ademas, las ratas utilizadas en este estudio fueron mayores
de 2 meses para evitar un aumento en la variabilidad entre individuos, debido a que en
ratas menores de 42 dias se han observado grandes variaciones en el ratio de transporte

de Pi sodio dependiente en intestino (153).

En las ratas alimentadas con 0,1% de Pi de forma crdnica se observé el aumento del

transporte de Pi caracteristico (Figura R4 C). Sin embargo, el intestino no respondié con
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la misma rapidez a los cambios agudos en la concentracion de Pi en la dieta que el rifion.
En las adaptaciones agudas (Figura R4 D) se observaron valores de transporte muy
similares entre ambas adaptaciones, pese a tener direcciones opuestas en cuanto al
intercambio de piensos. Cuando se produce el cambio a 1,2% de Pi existe una ligera
disminucidn no significativa en el transporte de Pi respecto a las ratas que contintian
con la alimentacion de 0,1% de Pi. Por lo tanto, en nuestro estudio no se observé el
aumento paraddjico del transporte de Pi cuando pasamos de una dieta con una
concentracién reducida de Pi (0,1% de Pi) a otra con una concentracién elevada (1,2%
de Pi), que habia sido descrita por Candeal et al. (154). Pese a ello, nuestros resultados
coinciden con los estudios de Giral et al. (23), en los cuales observaron el aumento
paraddjico en el transporte de Pi en duodeno, pero no en yeyuno, tejido en el cual se
han llevado a cabo estas mediciones. La principal diferencia entre estos articulos y
nuestras observaciones radica en la formulacién del pienso, ya que en los articulos
anteriores no se tuvo en cuenta el pH del pienso. La formulacién del pienso utilizado en
la presente tesis fue ajustada para mantener valores de pH similares entre las tres dietas
y por ello fue necesario combinar las distintas sales de manera diferente para procurar

gue la concentracion de los diferentes elementos fuera similar (Anexo 1).

Durante mucho tiempo se ha dudado de si PTH puede tener un efecto directo sobre
la absorcidn intestinal del calcio y el fosfato. Existen estudios que han encontrado
relacidn directa entre el aumento de la absorcidn intestinal de calcio y PTH en rata
(155,156). Sin embargo, el aumento de la absorcion intestinal de Pi inducido por PTH de
forma directa, Unicamente se ha visto en asas intestinales duodenales aisladas de pollo
en las cuales, se realizaba perfusidén durante 20 minutos con diferentes concentraciones
de PTH (157). Si bien es cierto que se ha demostrado la presencia de receptores de PTH
en el intestino de rata, concretamente en el epitelio de las microvellosidades, en las
células de las criptas intestinales, en las células intersticiales e incluso en la musculatura
lisa (158), la opinidn generalizada es que el aumento de la absorcién intestinal de calcio
y fosfato por parte de PTH se produce de forma indirecta, mediante la estimulacién en
la produccién de la vitamina D3 (48,54). No obstante, la absorcién de Pi no se ve
modificada en ratones carentes del gen del receptor de vitamina D3 (35), por lo que PTH

podria actuar independientemente de esa vitamina.
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Los resultados obtenidos en la presente tesis mostraron la ausencia de
modificaciones en el transporte de Pi en BBMV de yeyuno de rata en ausencia de PTH
(Figura R9 C), por lo que sustentan la idea de que la PTH no tiene un efecto directo sobre

la absorcion intestinal de Pi.

Para estudiar la regulacion de NaPi-llb en la adaptacion del intestino a la
concentracién de Pi en la dieta, se llevé a cabo la cuantificacidn de la expresién proteica
del transportador NaPi-llb en BBMV de yeyuno, de modo similar a estudios previos de
nuestro grupo (154). No solo se modificd la expresion de NaPi-llb en la membrana apical
del tejido intestinal en adaptaciones crénicas a 0,1% de Pi, si no que, en cambios agudos,
también existe un aumento en la expresién (Figura R10) que se genera al menos en un
intervalo de tiempo inferior a 4 horas y con independencia de PTH y vitamina Ds. Lo cual
corrobora las observaciones realizadas en ratones carentes del receptor de vitamina Ds
en los que en respuesta a privacion de Pi se observa el aumento en la expresidn proteica
de NaPi-lla (31). Por lo tanto, el cambio en la expresion de NaPi-llb podria estar regulado

por las propias variaciones en la concentracién de Pi en la dieta.
1. 4. FACTORES DE REGULACION EN LA HOMEOSTASIS DEL PI

Pese a estar descrito el aumento de vitamina D3, insulina y hormonas tiroideas en
respuesta a bajas concentraciones de Pi para aumentar o mantener la fosfatemia
(19,159); en nuestras condiciones experimentales ninguna de esas hormonas sufrid
ningun cambio en su concentracidén en plasma. Concretamente, la implicacién de la
vitamina D3 en la adaptacion del organismo a bajas concentraciones de Pi ha sido
controvertida como ya hemos comentado en el apartado anterior, ya que en estudios
recientes se ha demostrado que dicha adaptacion seria independiente de vitamina D3
(31,35). Por lo tanto, aunque la administracion de estas hormonas provoca un
incremento en el transporte intestinal de Pi, no se puede concluir que un incremento en
el transporte intestinal de Pi provocado por privaciéon de Pi cause cambios en las
concentraciones plasmaticas de las hormonas. Sin embargo, en este estudio no hemos
cuantificado la expresién de los receptores de las mismas, que podrian estar

incrementados, aunque es poco probable.
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Por el contrario, en respuesta a altas concentraciones de Pi en la dieta se produce
el aumento de PTH, dopamina, glucocorticoides y diferentes fosfatoninas. Sin embargo,
las Unicas variaciones observadas fueron en PTH y FGF-23 (Figura R5), cuya regulacién
es apreciable incluso en las adaptaciones agudas a cambios de Pi en la dieta. En otras
palabras, en tan solo 4 horas, que es el tiempo de alimentacién en las ratas con
alimentacidn restringida en adaptaciones agudas, se observd un cambio tanto en la

concentracion de PTH como de FGF-23.

Tras comprobar la ausencia de PTH en ratas PTX se procedié a la determinacion de
diferentes factores implicados en la regulacion de la homeostasis del Pi. Los valores de
FGF-23 en ratas PTX son claramente inferiores a los que aparecen en ratas Sham (Figura
R11 A), lo cual remarca la relevancia de PTH en la produccion de FGF-23. Esto puede
deberse a que PTH es capaz de estimular la expresion y secrecion de FGF-23 a través de
los receptores PTHR1 presentes en los osteocitos (49,52,160). No obstante, los valores
de FGF-23 en ratas PTX se regularon en funcidn de la concentracién de Pi en la dieta,

por lo cual no parece ser un estimulo imprescindible para su produccion y regulacion.
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PARTE 2. PRIVACION DE FOSFATO

Como se ha tratado previamente en la introduccién, la hipofosfatemia esta
relacionada con una serie de alteraciones que pueden suponer multiples complicaciones
en pacientes con otras patologias. En este estudio nos hemos centrado en las
alteraciones renales relacionadas con la privacidn de Pi, entre ellas la bicarbonaturia y
la alcalinizacidn de la orina, que a su vez se relacionan con alteraciones metabdlicas
entre las que se incluyen la acidosis metabdlica. Ademas, existen estudios que postulan
la posibilidad de que una ingesta reducida de Pi podria ayudar a revertir la calcificacién
vascular (161). Esta reversion podria guardar relacion con la bicarbonaturia y posterior
acidosis producida por la privacién de Pi, por lo que entender cdmo se producen estos

mecanismos y sus posibles efectos en el tejido éseo podria aportar valiosa informacién.
2. 1. ANALISIS DE LA EXPRESION Y ACTIVIDAD DE NHE3

La presencia de bicarbonaturia en la orina debido a hipofosfatemia podria deberse
a una disminucidon en la reabsorcién renal de bicarbonato. La reabsorcion del
bicarbonato en la nefrona tiene lugar en casi todas las porciones de los tubulos a
excepcion de los segmentos finos ascendente y descendente del asa de Henle. Se estima
que alrededor del 80-90% del bicarbonato se reabsorbe en el tubulo contorneado
proximal, en torno a un 10% en la porcion gruesa ascendente del asa de Henle y el resto
en el tubulo contorneado distal y tubulos colectores (Figura D1). Tanto en el tubulo
contorneado proximal como en el asa de Henle la reabsorcion del bicarbonato se
produce principalmente gracias a un transporte activo secundario de iones H*. Sin
embargo, en la porcidn final del tubulo contorneado distal y en el resto del sistema
tubular la reabsorcién se produce mediante la excrecion activa primaria de H* llevada a

cabo en las células intercalares de tipo A mediante ATPasas (V-ATPasa y ATPasa H*/K")

(2).

Por todo ello, se postuld la hipdtesis de que el intercambiador NHE3 fuera uno de
los causantes de la bicarbonaturia causada por estados de privacion de Pi (108). Este
transportador se localiza principalmente en la membrana apical de las células del tubulo

contorneado proximal (162) y también se ha descrito su presencia en la porcién gruesa
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ascendente del asa de Henle (163). La funcion de NHE3 consiste en intercambiar
cationes Na* por iones H* que son secretados a la luz del tubulo renal mediante
transporte activo secundario, ya que el Na* es reabsorbido a favor de gradiente al
interior celular gracias a la bomba ATPasa Na*/K* presente en la membrana basolateral,
gue saca Na* acambio de K*. Esa secrecién de H* favorece la reabsorcién de bicarbonato,
ya que los H* reaccionan con los aniones HCOs™ luminales, produciendo bicarbonato que,
mediante la actuacién de la anhidrasa carbdnica IV presente en la membrana de las
células epiteliales tubulares, da lugar a CO; que difunde al interior celular. Esta es la via
principal en la reabsorcion de bicarbonato (164). Partiendo de esta premisa, se decidié
analizar la expresion y funcionalidad de NHE3 en la linea celular OK, modelo celular

conocido del epitelio del tubulo contorneado proximal renal.

A Proximal tubule B Thick ascending limb
Lumen Interstitium Lumen Interstitium
Na* =————s Na* 3Na* =—————>3Na* Na* =t Na* 3Na3* =———>3Na*
NHE3 AiPsse NHE3 Aipase
' ¢——H"* 2K «———2K* H* —F—H"* 2K' +———2K*
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HCO, + H* H HCO,~ + H*
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Figura D1: Esquema de los transportadores implicados en la reabsorcién renal del bicarbonato.
Imagen modificada de Clegg et al. (2020).

Los resultados mostraron un aumento en la expresién proteica de NHE3 en las
células adaptadas a 0,1 mM de Pi, tanto en lisado total como en la superficie de la
membrana celular (Figura R12). Dicho resultado parece indicar lo contrario a lo esperado
en caso de que existiera una deficiencia en la reabsorcion del bicarbonato. Por lo que se

decidid estudiar la fosforilaciéon de NHE3 en la posicidn serina 552, forma inactiva de la
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proteina, observandose un aumento en su expresién en células adaptadas a 0,1 mM de
Pi. Por lo tanto, pese a tener una mayor expresion, podria no traducirse en un aumento

de su actividad.

También se analizo la expresidn proteica de la V-ATPasa implicada en la excrecion
de H* necesarios para la reabsorcién del bicarbonato, sin encontrar variaciones en la

expresion (Figura R12).

Con el fin de confirmar si ese aumento en la expresiéon de NHE3 se traduce en un
aumento o no de su actividad se realizé el protocolo de recuperacién de pH. Tras la
adaptacion a 0,1 mM de Pi, las células OK mostraron una capacidad reducida en la
recuperacion de pH (Figura R14 B), lo cual concuerda con los resultados obtenidos por
Green et al. que vieron que las células OK adaptadas durante 24 horas a un medio en
ausencia de Pi, se recuperaban peor a cambios en el pH en presencia de Na* y no en
ausencia de este (165). Todos estos hallazgos en su conjunto podrian indicar que la
actividad de NHE3 no se encuentra aumentada (pese a observarse un aumento en su

expresion), si no que incluso podria estar inhibida.

La regulacién en la actividad NHE3 se puede producir tanto por fosforilacidn directa
como por interaccién con el extremo C-terminal a través de proteinas con dominios PDZ
que se encargan del ensamblaje y localizacidén en la membrana plasmatica. La activacién
de la proteina quinasa A en respuesta a un aumento del AMPc provoca la inhibicién de
NHE3 debido a la fosforilacidon en serina 552 y en serina 605 (166). Ademas, se ha
descrito su interaccién con las proteinas de ensamblaje lo que puede suponer la
redistribucidn del transportador de las microvellosidades de la membrana en borde en
cepillo, a una zona entre las microvellosidades donde permaneceria inactivado o con
una actividad menor (167,168). Por lo que el aumento de la forma fosforilada en serina
552 (Figura R12) no solo podria indicarnos la inactivacion directa de la proteina si no
también la redistribucién de la misma, reduciendo su actividad, aunque dicho

mecanismo quedaria pendiente de comprobacién.

Para continuar analizando la implicacion del intercambiador NHE3 en la
bicarbonaturia causada por estados de privacion de Pi se realizo el experimento en ratas

alimentadas con diferentes concentraciones de Pi en el pienso durante 1y 8 semanas.
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En primer lugar, se analizd la presencia de bicarbonaturia, aunque no siempre se
observé de forma clara ya que se aprecian grandes fluctuaciones en funcion del
momento de medicién y de los individuos. Sin embargo, cabe resaltar que los valores de
bicarbonato alcanzados en el grupo de animales con privacién de Pi (0,1% de Pi) no se
alcanzaron en ningiin momento en el resto de grupos (Figura R16 C). Por lo tanto, los
resultados obtenidos presentan claras coincidencias con estudios previos y con lo

observado en multiples casos clinicos en humanos (142,148,169).

En esos mismos animales, a 1 semana se observé el aumento en la expresién de
NHE3 y NHE3 inactivado mediante fosforilacion en serina 552 (Figura R19 A). Sin
embargo, esto no ocurrié a 8 semanas, donde el aumento en la expresién de NHE3
desaparece (Figura R19 B). En cuanto al resto de transportadores analizados, de nuevo
no se obtuvieron cambios en la expresion proteica de la V-ATPasa (Figura R19). En
resumen, a 1 semana podria estar produciéndose la disminucidn en la actividad de NHE3
gue se observé en células OK-P derivada de su fosforilacién, pero no tras 8 semanas;
todo ello teniendo en cuenta que el relativo aumento en la excrecién de bicarbonato en

orina permanecid hasta ese momento.

Por lo tanto, se presentan varias posibilidades para tratar de explicar lo que ocurre
a 8 semanas, por un lado, que la inactivacién de NHE3 se lleve a cabo por otros
mecanismos, como la redistribuciéon de este en la membrana o la fosforilacion del
transportador en otros puntos que supongan su inactivacion. Ademas, existiria la
posibilidad de que entren en juego otros factores, como podrian ser la inactivacién de
la anhidrasa carbdnica IV o del transportador NBCel, el cual se ubica en la membrana
basolateral donde se encarga de sacar el bicarbonato de las células tubulares en
cotransporte con Na* (170). Asimismo, cabe destacar que Pendrin (Slc26a4) ha sido
descrito como un transportador apical de bicarbonato localizado en los tubulos
colectores; mds concretamente, en las células intercalaresno Ano By en las tipoB (171).
Por lo tanto, un aumento en la actividad o expresiéon de este transportador podria
suponer un aumento de la excrecion activa de bicarbonato. En definitiva, para identificar
el mecanismo o los mecanismos precisos por los que la hipofosfatemia provoca
bicarbonaturia es preciso analizar otras hipétesis ya que NHE3 no parece explicar en su

totalidad el aumento de la concentracién de bicarbonato en orina.
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2. 2. PRODUCCION DE AMONIACO EN CELULAS OK-P

Existe cierta controversia en cuanto a la produccién de amoniaco y la excrecion de
NH4* en orina en respuesta a privacion de Pi. Estudios iniciales sefialan que la privacién
de Pi puede suponer la inhibicién de la amoniogénesis en las mitocondrias del rifidn, de
manera que cuando se infunde Pi la produccidon de amoniaco se retoma. Este descenso
en la produccion de amoniaco lo atribuyen a la inhibicién de la glutaminasa dependiente
de Pi, que produce glutamato el cual actia como inhibidor de la reaccidon por
retroalimentacion negativa (169). Estudios posteriores observaron que la privacion de
Pi suponia un descenso en la excrecién de ion amonio en orina (142,172), acompaiada
normalmente con una concentracion reducida de acidos titulables. No obstante,
Emmett et al. (142), pese a encontrar disminucién en la excrecién de amoniaco en orina
de ratas alimentadas con concentraciones reducidas de Pi, no observaron diferencias en
la produccidén de amoniaco a partir de glutamina en la corteza renal respecto al grupo
control. En un estudio mas reciente realizado en células OK se observé una disminucion
del transporte de ion amonio de hasta un 32% cuando las células eran incubadas

durante 3 horas en un medio con 0,002 mM de Pi (173).

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron por un lado que, la
concentracién de amoniaco intracelular en las células OK adaptadas a 0,1 mM de Pi
disminuia (Figura R13) y por otro lado, que cuando se realizd el protocolo de
recuperacion de pH, no se encontraron diferencias de pH en las etapas que se relacionan
con el transporte de amoniaco e ion amonio (alcalinizacion y posterior acidificacion)
entre las células adaptadas a las diferentes concentraciones de Pi (Figura R14 B). Por lo
tanto, se puede concluir la ausencia de variaciones en el transporte de NH4* en células

0K (173).

En conclusion, dado que el transporte de amonio no se vio modificado, todo indica
que la reduccién de la concentracion intracelular de amoniaco pueda ser debida a una
menor produccion por parte de las células adaptadas a 0,1 mM de Pi. Sin embargo, no
se observaron diferencias en la excrecidn renal de amoniaco en las ratas alimentadas

con 0,1% de Pi, por lo que no se pudo estudiar dicho efecto in vivo (Figura R16).
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2. 3. EFECTOS DE LA PRIVACION DE FOSFATO SOBRE EL HUESO

Los resultados de este estudio mostraron la presencia en la orina de las ratas
alimentadas con 0,1% de Pi un claro aumento del pH (Figura R15), disminucién de la
excrecion del Pi y una marcada calciuria (Figura R16 Ay B). A diferencia de la orina, el
plasma no presentd cambios en el pH ni en la concentracién de calcio (Figura R17 Ay
D), unicamente se observo hipofosfatemia en las ratas de 1 semana ya que a 8 semanas
los valores de Pi en plasma se habian normalizado en los tres grupos. Por lo tanto, si hay
una excrecion aumentada de bicarbonato y calcio en orina, pero los valores sanguineos
no se modifican, y la concentracion de Pi plasmatico se normaliza a las 8 semanas (Figura
R17 B), podria suponer que dichos componentes pudieran estar siendo movilizados del
tejido dseo, ya que es el principal depdsito de estos materiales, o bien, deberse a un
incremento en la absorcidn intestinal. Con el fin de estudiar la primera hipotesis se llevd

a cabo un estudio sobre la estructura y densidad ésea del tejido.

En primer lugar, mediante microCT se realizé el analisis estructural de las tibias de
las ratas alimentadas con las diferentes concentraciones de Pi. En las tibias de las ratas
alimentadas con 0,1% de Pi durante 1 semana se observd un ligero aumento en la
formacion de hueso trabecular, sin que se modifique el hueso cortical (Figura R21y R22).
Este resultado va ligado a un aumento de la secrecién de PTH en las ratas alimentadas
con 0,6% vy 1,2% de Pi (Figura R18), por lo que podria suceder que dicho aumento en el
hueso trabecular de las ratas alimentadas con 0,1% de Pi en realidad fuera resultado de
un aumento en la resorcidn dsea de las ratas de 0,6% y 1,2% de Pi debido al efecto de
PTH. El efecto de PTH sobre el tejido dseo puede ser variable dependiendo del equilibrio
entre resorcidon y formacién ésea (40,41), pero un aumento en su concentracion de
forma mantenida ha demostrado tener un efecto catabdlico (174). La concentracién de
PTH puede aumentar tan solo 2 horas después de la ingesta de una dieta con un
concentracién elevada de Pi (51) de manera que los valores de PTH podrian haberse
visto aumentados en estas ratas desde el primer dia de ingesta de la dieta de 0,6% y
1,2% de Pi. En este caso, la PTH podria estar originando un aumento en la resorcidn dsea
actuando de forma indirecta a través de los osteoblastos, mediante la estimulaciéon de

RANKL e inhibicidn de la osteoprotegerina, resultando en un aumento del nimero de
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osteoclastos y de su actividad (40). Ademas, su efecto en el tejido éseo se daria con
mayor rapidez en hueso trabecular ya que tiene una tasa de recambio muy superior al
hueso cortical que se encontraria entre un 2% y un 5% anual (175). Asimismo, cabe
anadir que la concentracidon de DPD en orina, conocido marcador de resorcion dsea, se
vio aumentada en las ratas alimentadas con el pienso de 1,2% de Pi (Figura R20),

pudiendo corroborar esta hipétesis.

Sin embargo, a 8 semanas la remodelacion 6sea que se produce con la dieta
deficiente de Pi (0,1% de Pi) es mucho mayor y mds apreciable. Por un lado, hay un
aumento del numero de trabéculas y de conexiones por lo que disminuye la separacion
entre trabéculas y por otro lado hay una disminucién del grosor del hueso cortical y un
ligero aumento de la porosidad de este (Figura R24 y R25). En definitiva, aumento del
hueso trabecular y disminucion del cortical, una remodelacién 6sea bastante
caracteristica que solo se presenta en circunstancias muy especificas. Por ejemplo, enla
enfermedad de Pyle, la cual se caracteriza por una deficiencia de sFRP4, donde aparece
una disminucién de la densidad del hueso cortical, mientras que el hueso trabecular se
encuentra normal o aumentado (176). También se ha demostrado que la administracién
intermitente de PTH puede provocar la disminucién de la densidad del hueso cortical sin
tener modificaciones en el hueso trabecular, aunque se desconoce el mecanismo exacto
por el cual se daria dicha remodelacién ésea (177). No obstante, a 8 semanas la
concentracién de PTH no presenta variaciones entre grupos y Unicamente se observa
aumento de FGF-23 en las ratas alimentadas con el pienso de 0,6 y 1,2% de Piy de MEPE
en las de 1,2% de Pi (Figura R18).

Cabe afadir que la disminucion del tejido dseo cortical a 8 semanas con la privacién
de Pi podria estar supliendo el exceso de excrecidén de bicarbonato y calcio a través de
la orina a largo plazo; ya que a 1 semana no se aprecian variaciones en el hueso cortical.
Pese a encontrar aumento del hueso trabecular, se debe tener en cuenta que el hueso
cortical representa el 80% de la masa dsea total, por lo que su déficit puede tener una

mayor repercusion de la que podria tener un ligero aumento en el hueso trabecular.

Dada la caracteristica remodelacién dsea producida en las ratas alimentadas con

0,1% de Pi en el pienso respecto a 0,6% y 1,2% de Pi, se llevo a cabo el analisis de la
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expresion de diferentes osteogenes relacionados con la formacién y resorcion dsea que

pudieran aportar informacidn sobre los mecanismos moleculares implicados.

En primer lugar, se observo una clara regulacién de RANKL y osteoprotegerina
(OPG), de manera que la osteoprotegerina aumenta su expresién en privacion de Pi
mientras que la expresién de RANKL disminuye y lo contrario sucede en las ratas
alimentadas con 0,6% y 1,2% de Pi (Figura R27). El descubrimiento del sistema
RANKL/RANK/OPG en la década de los 90 ha dado una mayor comprensién sobre la
regulacion de la remodelacion 6sea, la unidn de RANKL con el receptor activador de NF-
kB (RANK) regula la formacidn, activacion y supervivencia de osteoclastos, mientras que
la osteoprotegerina se ha descrito como un agente protector del hueso frente a un
exceso en la resorcion ésea mediante la unidon a RANKL, impidiendo su adhesion RANK

(178).

Acompafiando al aumento de la expresion de OPG en respuesta a la privacion de Pi,
se observé disminucién en la expresidon de osteopontina y osteocalcina (Figura R27)
ambos factores relacionados con la formacion 6sea y procesos de mineralizacion, pero

que presentan cierta controversia en cuanto a sus efectos y mecanismos de accion.

La osteocalcina se presenta como uno de los componentes principales de la matriz
extracelular del hueso, por lo que ha sido considerada un marcador de formacién ésea
(179). No obstante, se ha visto que los ratones knock-out para osteocalcina muestran un
aumento de masa 6sea y una mejora de los parametros biomecanicos del hueso (180),
lo cual indica que actia como un estimulo negativo frente a la formacion ésea. Estudios
mas recientes relacionan dicha accidon con la maduracion de osteoclastos, pese a ello
también se ha demostrado que la deficiencia de osteocalcina no supone cambios en la

estructura y mineralizacién dsea (181,182).

De la misma manera, la osteopontina presenta efectos contradictorios en funcién
del estudio. Esta citoquina secretada por osteoblastos induce la migracion y adhesién
de osteoclastos (183) y su sobreexpresién se ha relacionado con el riesgo de
osteoporosis (184). Sin embargo, su posible efecto sobre osteoblastos no esta claro ya

que existen estudios contradictorios que hablan tanto de estimulacion como de
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inhibicion de su proliferacidn, asi como ausencia de efecto sobre osteoblastos pero con

consecuencias positivas sobre la mineralizacion ésea (185-187).

Por otro lado, el analisis de la ruta Wnt no aporté demasiada informacién, ya que
ninguno de sus componentes sufrid cambios en su expresién, a excepcidon de sFRP4
(Figura R28). La ruta Wnt a través de su via candnica ha demostrado ser un mecanismo
importante en el desarrollo y mantenimiento del hueso, de ahi que alteraciones en
alguno de sus componentes supongan un gran numero de enfermedades éseas (188).
La activacidn de esta ruta produce la disminucién en la fosforilacién de B-catenina y
consecuentemente reduce su degradacioén por proteosomas, de manera que se acumula
en el citoplasma. Posteriormente, se transloca al nucleo, donde regula la expresién
genética a través de la activacion de diversos factores de transcripcidn, entre ellos Runx2
gue favorecen la diferenciacién de los precursores osteobldsticos. Por el contrario, los
inhibidores de la ruta Wnt tienen un efecto negativo sobre la supervivencia de los
osteoblastos (189). Sin embargo, en nuestro experimento, Unicamente se observo un
aumento en la expresion de sFRP4 en el caso de ratas alimentadas con 1,2% de Pi en el

pienso (Figura R28).

En definitiva, se presentan minimos cambios en la expresion génica de
determinados factores, de los cuales queda pendiente conocer si se traducen en un

cambio en su expresion proteica.
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PARTE 3. CARACTERIZACION DE LA INHIBICION DEL TRANSPORTE
DE FOSFATO POR NAD

En este estudio nos hemos centrado en los trabajos previos del grupo del Prof.
Thomas Dousa (116,118) en los cuales proponian la inhibicién competitiva y directa de

NAD*y NADH en BBMV de corteza renal de rata.

A pesar de haber sido previamente publicada, la inhibicidn del transporte de Pi en
BBMV de corteza renal y yeyuno por parte de NAD" y NADH necesitd,
sorprendentemente, de la preincubacion de los compuestos bien a temperatura
ambiente o en hielo (Figura R29), pese a tener un caracter de tipo competitivo (Figura
R32). Ademas, la inhibicidn fue especifica para el transporte de Pi sodio dependiente
(Figura R30). Sin embargo, NAM en ningun caso fue capaz de inhibir el transporte de Pi
in vitro, pese a ser un conocido inhibidor in vivo (114,123). Por lo tanto, los resultados
observados hasta el momento demostrarian que NAM precisaria de mecanismos
moleculares propios de organismos vivos como la enzima Nampt, clave en la sintesis de

NAD, para poder realizar dicho efecto (117,119).

En funcién de los resultados obtenidos, el efecto inhibitorio de NAD sobre el
transporte sodio dependiente de Pi es independiente del estado de oxidacidn-reduccién
del inhibidor, ya que tanto NAD* como NADH son capaces de producirlo. Pese a ello, la
forma oxidada de NAD seria mas efectiva debido a la menor ICso obtenida en ambos
tejidos, corteza renal y yeyuno (Figura R31). En cuanto al analisis cinético, se confirmé
el tipo de inhibicién competitiva mediante regresion no lineal (118). La afinidad por Pi
disminuyd en presencia de NAD (Figura R32), a pesar de la muy diferente estructura

quimica de NAD*/NADH en comparacion a la del fosfato.

Sin embargo, la inhibicion no parece actuar directamente sobre los
cotransportadores Na/Pi tipo Il o tipo Ill, ya que ademas del hecho de precisar de
preincubacion para obtener la inhibicién en las BBMV (Figura R29); el transporte de Pi
en los ovocitos de Xenopus laevis que expresan dichos transportadores no se ve

afectado por la presencia de NAD* o NADH (Figura R33).
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Por otro lado, la necesidad de preincubar NAD en las BBMV para conseguir el efecto
inhibitorio supone la implicacién de mecanismos enzimaticos o de otra indole que
posibiliten dicho efecto. Aunque el hecho de que la preincubacién pueda realizarse en
hielo (Figura R29 B), supondria la ralentizacion o incluso la inhibicién de reacciones de
tipo enzimatico. Por lo tanto, descartada la mayor parte de los procesos de tipo
enzimatico, una de las principales posibilidades seria la ADP ribosilacién por dos razones
principales. Por un lado, es una reaccién que precisa de la presencia de NAD* o NADH,
pero no de NAM. Ademds, algunas de las ADP ribosiltransferasas (ART) pueden actuar

en frio y producir ribosilacién in vitro (138).

Entre las enzimas capaces de producir ribosilacion se encuentran las ARTDs (ART
diphtheria toxin like), las ARTCs (ART cholera toxin like) y dos miembros de la familia de
las sirtuinas (SIRT4 y SIRT6) (190). En este estudio nos centramos en las ARTCs (ART1-
ART4), también llamadas ecto-ARTs, que se expresan en la membrana celular de
multiples epitelios entre los que se encuentran rifidn, duodeno, yeyuno y pulmodn; e
incluso pueden estar presentes en el liquido extracelular, a diferencia de las ARTDs que
son intracelulares (191). Incluso se ha descrito la capacidad de ART2.2 de producir
ribosilacion de proteinas en cultivos primarios de células T de ratén mediante

incubacién con NAD-32P durante 20 minutos a 4°C (140).

En consecuencia, se estudio la posibilidad de que una reaccion de ribosilacion fuera
la responsable del mecanismo de inhibicién del transporte de Pi. Sin embargo, tras un
mes de exposicion de la pelicula radiografica a las membranas con las proteinas
inmunoprecipitadas y supuestamente ribosiladas, no se encontraron signos de

ribosilacién con 32P-NAD de NaPi-lla y NaPi-llb (Figura R34 A).

Ademas, para confirmar el resultado negativo y eliminar la posibilidad de que otras
proteinas relacionadas con los transportadores de Pi fueran las ribosiladas, se utilizaron
varios inhibidores farmacoldgicos de la ribosilacion en BBMV de corteza renal. Los
inhibidores probados fueron MIBG, novobiocina y vitamina K1, que tienen una mayor
especificidad por la inhibiciéon de la mono-ADP-ribosilacién propia de las ARTCs; y
vitamina K3 y 3-metoxibenzamida, capaces de inhibir también la poli-ADP-ribosilacion

(193-195). El uso de los diferentes compuestos no fue capaz de revertir el efecto
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inhibitorio de NAD* sobre el transporte de Pi (Figura R34 B). No obstante, si se observan
diversas bandas en el lisado total incubado con 32P-NAD, indicando la presencia de
proteinas ribosiladas en las vesiculas (Figura R34 A), pero que no estarian implicadas en
la inhibicidn del transporte producido por NAD*, ya que el uso de inhibidores de la

ribosilacidon no revierte el efecto.

Otros posibles efectos posttraduccionales en los que se ha descrito la implicacién
del sistema NAD*/NADH ademas de la ribosilacién, serian la desacetilacion de proteinas
y la modificacion del potencial redox (196). En concreto, se ha demostrado que NAM es
capaz de producir un efecto oxidativo en BBMV de corteza renal junto con la inhibicién
del transporte de Pi, siendo solo revertida con la adicion de DTT que actua a modo de
agente reductor (122). Otras teorias en cuanto al mecanismo de accién de NAD*,
postulan la posibilidad de que NAD"* en el interior celular se transforme en ribosa ADP
ciclica, que a su vez produzca la movilizacién de los depdsitos de calcio intracelulares y
ocasione la translocacion de los transportadores sodio dependientes de la familia Slc34
de la membrana plasmatica (197). Sin embargo, no ha sido demostrada y se
desconoceria el mecanismo por el cual se produciria la entrada de NAD* al interior

celular ya que NAD*/NADH son impermeables a la membrana plasmatica.

Sin embargo, si se ha demostrado la union directa de NAD*/NADH a las vesiculas
(198), reaccion que alcanza el equilibrio a 20°C tras 15 minutos de incubacién con NAD,
indicando la posible acciéon directa de NAD* sobre las BBMV. Posteriormente, Gmaj et
al. (199) vieron que no se producia inhibicién del transporte de Pi en BBMV cuando NAD*
estaba presente en el interior de las vesiculas exclusivamente. Por lo tanto, la uniéon de
NAD* a proteinas presentes en la membrana plasmatica es un punto clave en la
regulacion de los transportadores de Pi. Ademas, existen multiples estudios que
describen la union de NAD* a diferentes proteinas de membrana como CD38, clave en

la hidrodlisis de NAD* en el medio extracelular; o diversos canales idnicos (196).

En funcién de los resultados obtenidos, esta posible proteina de membrana a la que
se podria unir NAD deberia ser capaz de modular la actividad de los transportadores de
Pi y no encontrarse presente de forma enddgena en los ovocitos de Xenopus laevis. La

identificacion de las proteinas de membrana a las cuales se unen NAD*/NADH/NAM para
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realizar su funcidn seria un paso clave para entender el mecanismo de accidn de este

sistema.

3. 1. REGULACION DE LA CUANTIFICACION DE NAD EN CORTEZA
RENAL Y YEYUNO EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE FOSFATO
EN LA DIETA

Como ya hemos comentado en la seccién anterior, la inhibicién del transporte de Pi
por NAD*/NADH en BBMV es de tipo competitivo. Sin embargo, la inyecciéon de NAM in
vivo produce la inhibicidon de tipo no competitivo del transporte de Pi sodio-dependiente
(118). Por lo tanto, in vivo NAM podria estar actuando aumentando la concentracién del
NAD* intracelular gracias a la accién de la enzima Nampt (119,120). Por ello se procedid
a cuantificar la concentracion total de NAD en corteza renal y yeyuno, aprovechando los
tejidos obtenidos en el experimento de adaptaciones agudas a cambios en la

concentracion del fosfato en la dieta.

Los resultados mostraron Unicamente una disminucién en la concentracion de NAD
total (incluye NAD*/NADH) en corteza renal en las ratas alimentadas con una dieta de
0,1% de Pi restringida a 4 horas al dia (Figura R35). No obstante, dicho mecanismo se
produce exclusivamente en rifidn ya que en intestino no encontramos dicha regulacion.
En esas ratas la reabsorcion renal de Pi se encuentra aumentada, por lo cual de tener
NAD efecto inhibitorio sobre el transporte de Pi, seria beneficioso el descenso de este
en el tejido. Este resultado nos lleva a pensar en la posibilidad de que o bien se produzca
un descenso en la produccién de NAD mediante la disminucién de la accion de la enzima
Nampt o bien un aumento en su degradacién. Mas concretamente, se han descrito
cambios en la actividad de la enzima Nampt renal y en consecuencia cambios en la
concentracién de NAD en respuesta a otros estimulos como la hepatectomia parcial

(119).
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PARTE 4. CARACTERIZACION DE LA INHIBICION DEL TRANSPORTE
DE FOSFATO POR FUROSEMIDA

La furosemida es conocida por ser un potente diurético que actia mediante la
inhibicion del cotransportador Na*/K*/2Cl- (NKCC2) presente en el segmento ascendente
del asa de Henle, aumentando la excrecién urinaria de sodio, cloro, potasio, calcio y
magnesio. Solo unos pocos estudios muestran efecto de la furosemida sobre la
excrecioén renal de Pi (200,201). Su uso principal reside en el tratamiento de edemas
asociados a insuficiencia cardiaca congestiva, cirrosis hepatica y enfermedad renal entre

otras causas, asi como el tratamiento de la hipertensién leve y moderada (202).

En nuestros estudios, la furosemida actud Unicamente sobre los transportadores
Na/Pi de la familia Slc34, NaPi-lla, NaPi-llb y NaPi-llc (Figura R36) inhibiendo el
transporte de Pi con un modelo de inhibicidn de tipo competitivo (Figura R38), lo cual
es curioso dado que la estructura quimica del compuesto no presenta similitudes con la

del fosfato (Figura D2).
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Figura D2: Estructura quimica de la furosemida (C12H11CIN2OsS).

El estudio in vivo con ratas tratadas con furosemida, mostré por un lado el efecto
diurético esperable de la furosemida por el que es ampliamente conocida y utilizada en
la clinica, pero también un aumento en la excrecion renal de Pi (Figura R40 C y D). Sin
embargo, en un gran numero de estudios realizados en diferentes especies, con
diferentes dosis de furosemida y diferentes vias de administracién, no se observaron
cambios en la excrecién renal de Pi. Incluso en alguno de ellos observaron disminucién

en la excrecion renal de Pi (203—207). Solo unos pocos estudios han descrito este
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aumento, mas concretamente en humanos con la administracion de furosemida

intravenosa a una dosis de 40 mg/kg (200,201).

Por lo tanto, los cambios observados en la excrecidn renal junto con las
observaciones in vitro indican la posibilidad de que dicho aumento en la excrecidn renal
de Pi sea originado mediante la inhibicion de la reabsorcién de Pi en el tubulo proximal

a través de la inactivacion de NaPi-lla y NaPi-llc.

Por otro lado, la concentracidon de Pi en las heces no se ve modificada en las ratas
tratadas con furosemida (Figura R40 B), por lo que pese a encontrar inhibicién del
transporte de Pi a través de NaPi-llb in vitro, no parece tener una repercusion in vivo.
Esto podria deberse al mecanismo de absorcidn de Pi en el intestino, ya que con
concentraciones normales o elevadas de Pi en la dieta la via paracelular podria estar
supliendo el descenso en la absorcidn de Pi por la via transcelular debida a la inhibicion
de NaPi-llb en caso de que esta se produjera. Por ejemplo, el ratdn carente de NaPi-llb
solo muestra descenso en la concentracién de Pi en plasma cuando es adaptado a una
dieta con bajas concentraciones de Pi, por lo cual le atribuyen una mayor importancia
en la privacién de Pi (17). Ademas, NaPi-llb presenté una ICso mayor que NaPi-llay NaPi-
lic (Figura R37) y solo se observé una inhibicion del 50% a 5 mM de furosemida (Figura
R36). Por lo tanto, los datos obtenidos en la inhibicion de furosemida sobre NaPi-llb
sumado a que es el transportador con mayor afinidad por el Pi, justificarian la ausencia

de cambios en la absorcion intestinal.
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PARTE 5. BUSQUEDA DE NUEVOS TRANSPORTADORES DE
FOSFATO: IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE SLC4A1

5. 1. CARACTERIZACION DE LA INHIBICION DE LA ACUMULACION DE
FOSFATO PROVOCADA POR LA EXPRESION DE SLC4A1 EN OVOCITOS
DE XENOPUS LAEVIS

En estudios previos de este grupo de investigacion se realizé la caracterizacién del
transporte de Pi sodio independiente en células CacoBBE. Dicho transporte fue inhibido
parcialmente por bicarbonato, sulfato, oxalato, DIDS y SITS (99), lo cual indica la posible
implicacion en el transporte de Pi de intercambiadores de aniones como el bicarbonato.
Por esa razdn, se decidid analizar la familia Slc4, ya que estos transportadores son
conocidos por ser capaces de transportar bicarbonato (HCOs’) o carbonato (CO3%) con
al menos un ion monoatémico (ya sea Na* o Cl"). Ademas, todos los miembros que la
forman son transportadores presentes en la membrana plasmatica de diferentes tejidos
(208). Como puede observarse en la Figura R41 de todos los transportadores de la
familia Slc4, solo Slc4al produjo variaciones en el transporte de Pi respecto a los
ovocitos inyectados con agua. Por lo tanto, se procedid a evaluar la posible implicacién

de Slc4al en el transporte de Pi.

El intercambiador de aniones Slc4al, también conocido como AE1 o Band 3, es una
glicoproteina presente principalmente en la membrana plasmatica de los eritrocitos y
en las células o intercalares de tipo A (208). Ademds, se ha descrito expresién de mRNA

en corazén y colon, entre otros tejidos (209).

El mecanismo de accién principal de AE1 consiste en intercambiar bicarbonato
(HCO3) por cloro (CI) con un gradiente electroneutro por lo que la direccion del
intercambio dependerd del gradiente quimico transmembrana (208). Minimas
variaciones se han observado en cuanto a su transporte, ya que se ha descrito su
capacidad para transportar OH™ en lugar de Cl" y el cotransporte de SO4* con H* en
intercambio con el anién Cl" (210,211). De forma excepcional, se ha observado que
algunas variantes de AE1 pertenecientes a peces y ciertas mutaciones son capaces de

modificar el patréon de transporte caracteristico provocando que Slc4al transporte
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cationes como Na*y K*(212,213). En cuanto a su implicacién con el transporte de Pi, se
ha descrito con anterioridad en estudios in vitro con el uso de cultivos primarios de

eritrocitos la capacidad de Slc4al de transportar Pi (214,215).
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Figura D3: Estructura tridimensional y diagrama bidimensional de la glicoproteina transmembrana
Slc4al formada por 14 dominios transmembrana. Imagen obtenida de Reithmeier et al. (2016)

Las funciones principales de Slc4al descritas guardan relacién con la reabsorcion
renal del bicarbonato y con el transporte de CO; de los tejidos a los pulmones a través
de la circulacidn sanguinea. Mdas concretamente, el CO; que se encuentra en alta
concentracidén en los tejidos difunde al interior de los globulos rojos donde gracias a la
anhidrasa carbonica se transforma en bicarbonato y H*. Este incremento en la
concentracién intracelular de H* produce que el oxigeno (0z) se suelte de la
hemoglobina y llegue a los tejidos. En este proceso AE1l se encuentra sacando del
interior de los eritrocitos el exceso de iones bicarbonato generados. Asimismo, el
proceso se revierte en los pulmones, donde el CO; es liberado al plasma sanguineo y
difunde a través de los alveolos pulmonares donde es eliminado mediante la respiracién
(216). Por otro lado, Slc4al se encuentra en la membrana basolateral de las células a
intercalares de tipo A, localizadas en la parte final del tubulo contorneado distal y en los
tubulos colectores. En ellas es un elemento clave en la reabsorcién del bicarbonato del

interior celular a la circulacion sanguinea (217).

En este estudio, la expresidn de Slc4al supuso un descenso de en torno al 50% en
el transporte enddgeno de Pi por parte de los ovocitos en presencia de sodio respecto
a los ovocitos inyectados con agua (Figura R42 A y R43 A). Por lo tanto, los resultados

indican que Slc4al podria actuar como un transportador de salida de Pi. Sin embargo, la
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disminucion en el transporte de Pi solo aparecié cuando el protocolo se realizé en
presencia de NaCl y no cuando este fue sustituido por colina, potasio o litio (Figura R42
A). Esta situacion se debe a que el fosfato entra en el interior del ovocito mediante
cotransportadores sodio dependientes de Pi enddgenos presentes en la membrana de

los ovocitos de Xenopus laevis.

Ademas, pese a que Slcd4al es un conocido intercambiador CI'/HCOs, el efecto que
parece tener sobre el transporte de Pi es cloro independiente (Figura R43 B). Para
corroborar dicho efecto se usaron inhibidores como, DIDS y SITS, ambos derivados del
estilbeno, que disminuyen la afinidad del CI por el transportador (218), DP y DFNB que
impiden la unién del CI" produciendo un cambio en la conformacion del intercambiador
(216), y acido niflumico que inhibe el intercambio de aniones (219). Ninguno de ellos
revirtio el efecto de Slc4al sobre la acumulacién de Pi en los ovocitos (Figura R45)
corroborando el efecto cloro independiente, lo cual coincide con estudios anteriores
donde postulaban la posibilidad de que el Pi fuera transportado mediante difusién lenta

através del punto de unién del bicarbonato sin necesidad de la presencia de cloro (214).

Los resultados obtenidos sefialan a Slc4al como un transportador de salida de Pi,
pero en la inyeccién de 32P no se observo esta salida, o que al menos fuera de mayor
intensidad que la del propio ovocito, incluso tras 4 horas. Este resultado podria deberse
al tamafio del ovocito, ya que su diametro es de 1 mm aproximadamente, unas 100
veces mayor que el tamafio de una célula eucariota que es de apenas unas 10 micras.
Podria suceder que la nanoinyeccién de la solucidn de transporte en el polo vegetal del
ovocito introduzca el 3?Pi demasiado lejos de la membrana y de su zona subyacente
donde podria darse la salida de Pi y por ello no ser capaces de detectarlo. Ademas, el
método de inyeccidn no nos permite controlar la profundidad a la cual inyectamos la
solucion, por lo tanto, de ser este el motivo, no podria ser resuelto. También podria
ocurrir que la salida de 32Pi por el orificio de la inyeccién fuera muy superior a la debida
a Slcdal, pero esto no se ha observado en otros casos, en los que el cierre por reparacién
del orificio es muy rapido (220). En cualquier caso, resulta sorprendente el efecto de
Slc4al, que consigue anular completamente la actividad de NaPi-lla y Pit-1 expresados

en los ovocitos (Figura R44).
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En definitiva, Slc4al presenta un transporte de Pi de salida y parece actuar a modo
de canal ya que actua con independencia de cloro y otros aniones y cationes y su

actividad no es regulada por ninguno de los inhibidores conocidos del AE1.

5. 2. EXPRESION DE SLC4A1 EN RATA ADAPTADAS A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE FOSFATO EN LA DIETA

Con el fin de conocer la relevancia que podria tener Slc4al en el transporte de Pi in
vivo se analizd la expresion de RNA y proteina de Slc4al en varios tejidos de ratas

adaptadas a diferentes concentraciones de Pi en la dieta.

Sin embargo, no se encontraron cambios en la expresion de Slc4al entre los
diferentes grupos en los tejidos analizados, en este caso yeyuno y corteza renal (Figura
R48). No obstante, dado que el andlisis de la expresion no mostro diferencias, podria ser
interesante conocer su localizacién en el tejido mediante inmunohistoquimica o
inmufluorescencia con el fin de analizar posibles modificaciones en su distribucion.
Ademds, su distribucién en la membrana basolateral, presenta interesantes
posibilidades ya que se desconoce la identidad de los transportadores de Pi encargados

de la salida de Pi de las células.

En definitiva, la relevancia del transportador Slc4al en la homeostasis del Pi parece
ser limitada al menos con los resultados obtenidos hasta el momento y quedaria
pendiente de analizar su expresion en otros tejidos incluidos colon, médula renal o
corazon, donde se ha encontrado una expresion elevada de este transportador (209).
Aunque cabe destacar que el ratén knock-out muestra un cuadro patolégico que incluye
acidosis metabdlica hiperclorémica con presencia de orina alcalina en ausencia de
bicarbonaturia, con hipercalciuria e hiperfosfaturia (221). Ademas, estos animales
presentan depdsitos de fosfato cdlcico en la médula renal y un ligero aumento de la
concentracién de Pi en sangre, lo cual indica un posible efecto de Slc4al sobre la

homeostasis del Pi.
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VI. CONCLUSIONES

165



166



ADAPTACIONES A CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DEL FOSFATO
EN LA DIETA

e Enlasratas PTX desaparece la regulacion del transporte de Pi en la corteza renal
a cambios agudos en la concentracién de Pi en la dieta, corroborando el papel

principal de PTH, por encima de FGF-23.

e Laadaptacion del transporte de Pi intestinal no se ve modificada en ausencia de
PTH, lo cual descarta un posible efecto directo de PTH sobre la absorcién
intestinal. Ademas, la expresion del transportador NaPi-llb se regula en funcién
de la concentracion de Pi en la dieta, incluso en cambios agudos y con

independencia de PTH y vitamina Ds.

e LaPTH es unimportante estimulo en la produccién de FGF-23, ya que disminuye
su produccién en las ratas PTX, pero no parece ser imprescindible ya que la
concentracion en plasma es modificada en ausencia de PTH, directa o

indirectamente, gracias a los cambios en la concentracion plasmatica de Pi.

e La privacién de Pi en células OK produce el aumento en la expresion de NHE3 y
de su forma inactiva fosforilada, que parece no traducirse en un aumento en su

actividad ya que tienen una adaptacion deficiente a cambios en el pH.

e Encélulas OKla disminucion de los valores intracelulares de amoniaco indica una
posible disminucién en su produccidn, ya que la capacidad de transporte no se

modifica.

e La expresion de NHE3 en ratas alimentadas con 0,1% de Pi durante 1 semana
reproduce los datos obtenidos en células OK, pero no tras 8 semanas
descartando la hipdtesis de que la inhibicion de la actividad o expresién de NHE3

sea el causante de la bicarbonaturia resultante.

e Los cambios en la estructura 6sea aumentan con 8 semanas de privacion de Pi,
causando una remodelacion ésea que se traduce en una disminucién del hueso

cortical y un aumento del hueso trabecular.
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CARACTERIZACION DE LA INHIBICION DEL TRANSPORTE DE
FOSFATO POR NAD Y FUROSEMIDA

168

El mecanismo de inhibicién de NAD* y NADH sobre el transporte de Pi en BBMV
requiere de preincubacion, es de tipo competitivo y puede actuar tanto a

temperatura ambiente como a 4°C. Sin embargo, NAM carece de efecto.

No se han encontrado evidencias de que el mecanismo de inhibicidon de NAD se

produzca a partir de la ribosilacién de los transportadores NaPi-11a y NaPi-1lb.

Ninguno de los tres compuestos utilizados NAD*/NADH/NAM ha sido capaz de
inhibir el transporte de Pi en ovocitos de Xenopus Laevis que expresaban los
diferentes transportadores sodio dependientes de Pi conocidos, indicando su

actuacién mediante algun mecanismo no presente en los ovocitos de rana.

La furosemida inhibe el transporte de Pi en ovocitos de Xenopus laevis que
expresan los transportadores de la familia Slc34 (NaPi-lla, NaPi-llb y NaPi-lic) y el

mecanismo de inhibicidn por el cual actua sobre NaPi-lla es de tipo competitivo.

El tratamiento con furosemida en ratas provoca el aumento en la excrecién renal
de Pi, por lo que podria estar actuando mediante la inhibicion de la reabsorcion

renal de Pi a través de los transportadores NaPi-lla y NaPi-llc.

La falta aparente de efecto sobre la absorcidn intestinal coincide con la menor
inhibicion de furosemida sobre NaPi-llb junto con una mayor ICso, asi como la

limitada relevancia de NaPi-llb en la absorcion intestinal de Pi.



BUSQUEDA DE NUEVOS TRANSPORTADORES DE FOSFATO:
IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE SLC4A1

El intercambiador Slc4al parece actuar como un canal de salida de Pi, ya que no
es afectado por variaciones de cloro y los diferentes inhibidores conocidos del

transportador no producen ningun efecto sobre dicha salida de Pi.

La expresion de Slc4al en yeyuno y corteza renal no se ve modificada en
respuesta a cambios en la concentracién de Pi en la dieta, lo cual indicaria que la

regulacion de su actividad no es necesaria para el control homeostasico del Pi.
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Anexo 1: Formulacion de piensos
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Calculated composition

g/kg 0,1 0,6 1,2
pregelatinized cornstarch 3779 370,5 338,5
casein 180,0 180,0 180,0
maltodextrin 142,0 142,0 142,0
sucrose 110,0 110,0 110,0
soybean oil 70,0 70,0 70,0
crude cellulose 50,0 50,0 50,0
AIN minerals without KH2P0O4 35,0 35,0 35,0
AIN vitamins 10,0 10,0 10,0
L-cystine 3,0 3,0 3,0
choline bitartrate 2,5 2,5 2,5
potassium phosphate dibasic K2HPO4 0,0 18,9 41,3
monosodium phosphate NaH2P0O4 0,0 8,1 17,7
sodium chloride 3,4

potassium chloride 16,2

Na Sodium % 0,29 0,29 0,44
K Potassium % 0,96 0,96 1,97
P Phosphorus % 0,10 0,62 1,23
Water % 7,0 71 6,9
Protein % 15,9 15,9 15,9
Fat % 7.4 7.4 7.4
Minerals % 4,2 4,2 6,5
Cellulose % 3,6 3,6 3,6
Starch % 46,1 45,5 42,6
Sugars % 14,7 14,7 14,7
ENA % 61,9 61,8 59,8
ATWATER Kcal/Kg 3776,9 3775,8 3691,3
ATWATER MJ/kg 15,8 15,8 15,5
Energy - -
Protein Kcal/kg 637,4 637,2 636,2
Fat Kcal/kg 664,8 664,7 663,9
Carbohydrates Kcal/kg 2474,6 2473,9 2391,2
% EB from protein 16,9 16,9 17,2
% EB from fat 17,6 17,6 18,0
% EB from carbohydrates 65,5 65,5 64,8
ME Pig MJ/kg 16,1 16,0 15,6
ME Kcal/kg 3836,9 3820,9 3716,5




