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Resumen

Introduccion: En pacientes con enfermedad renal crénica (ERC), la hiperfosfatemia agrava tanto la hiper-
plasia paratiroidea como la sintesis y secrecion de PTH. La mayor hiperplasia se asocia a descensos en
la expresion génica de los receptores de calcio (CaSR), vitamina D (VDR) y también de a-Klotho, indu-
ciendo resistencia de la glandula paratiroides para responder tanto al tratamiento como a los aumentos
de FGF23. Este estudio examiné la posible contribucion epigenética del fosforo elevado en agravar el
hiperparatiroidismo secundario (HPTS).

Material y métodos: Se compard el grado de metilacion mediante pirosecuenciacion de bisulfito en secuen-
cias ricas en CpG de los promotores en los genes del CaSR, VDR, PTH y a-Klotho en ADN de glandulas
paratiroides de ratas urémicas alimentadas con dieta con contenido normal y elevado en fésforo.
Resultados: La dieta rica en fosforo incrementd la expresion de PTH y caus6 una marcada reduccion del
grado de metilacion en el promotor del gen de PTH. En cambio, las regiones promotoras de los genes
de CaSR, VDR y a-Klotho no mostraron diferencias significativas en el porcentaje de metilacion entre
ambos grupos de ratas, no siendo, por tanto, éste el mecanismo determinante de la disminucion de la
expresion de estos genes observada en el HPTS.

Conclusiones: Las alteraciones epigenéticas inducidas por la dieta rica en fésforo en el HPTS, en particu-
lar la hipometilacion del gen de la PTH, podrian contribuir a los aumentos que se producen en la sinte-
sis y secrecion de esta hormona. La identificacion de los mecanismos implicados permitiria disefiar mejo-
res tratamientos para el HPTS en fases tempranas de la ERC.
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Hypomethylation of the PTH gene due to high dietary phosphorus: a
possible aggravating of severe secondary hyperparathyroidism in
chronic renal failure

Summary

Introduction: Hyperphosphataemia aggravates both parathyroid hyperplasia and PTH secretion in patients
with chronic kidney disease (CKD). Hyperplasia is associated with decreases in calcium receptor expression
(CaSR), vitamin D (VDR) and a-Klotho, inducing resistance of the parathyroid gland to respond both to treat-
ment and to increases in FGF23. This study examined the possible epigenetic contributions of raised phos-
phorus to aggravate secondary hyperparathyroidism (SHPT) in patients with (CRD).

Material and methods: The degree of methylation was compared by pyrosequencing of bisulfite in CpG-
rich sequences of the promoters in the CaSR, VDR, PTH and a-Klotho genes in parathyroid gland DNA
from uremic rats fed a normal and high phosphorus diet.

Results: The diet rich in phosphorus increased PTH expression and caused a marked reduction in the
degree of methylation in the promoter of the PTH gene. In contrast, the promoter regions of the CaSR,
VDR and a-Klotho genes did not show significant differences in the percentage of methylation between
the two groups of rats. Thus, it was not the determining mechanism for the decrease of the expression
of these genes observed in the SHPT.

Conclusions: The epigenetic alterations induced by the phosphorus rich diet in SHPT, particularly the PTH
gene hypomethylation, could contribute to the increases that occur in the synthesis and secretion of this
hormone. The identification of the mechanisms involved would allow better treatments for SHPT to be

designed in the early stages of CKD.

Key words: DNA methylation, PTH, chronic kidney disease, parathyroid glands, hiperphosphataemia.

Introduccién

El hiperparatiroidismo secundario (HPTS) es una
complicacion frecuente de la enfermedad renal cré-
nica (ERC) caracterizada por hiperplasia de las glan-
dulas paratiroides y aumentos en la sintesis y secre-
cion de hormona paratiroidea (PTH). Las elevacio-
nes de los niveles séricos de PTH causan alteracio-
nes en el remodelado 6seo y en la homeostasis
fosfo-calcica que incrementan tanto la propension a
fracturas como a calcificacion vascular, procesos
que agravan la morbi-mortalidad del enfermo renal’.

En el curso de la ERC, los estimulos mas impor-
tantes para el desarrollo de HPTS son los descen-
sos en los niveles circulantes de calcio, de vitami-
na D nutricional y de su forma hormonal, el calci-
triol, como asi también las elevaciones en el fosfo-
ro sérico, aun cuando se alcancen niveles inferio-
res al limite superior del rango normal®.

Es importante destacar que el grado de hiperpla-
sia paratiroidea en la ERC se asocia también con una
disminucion proporcional de la expresion paratiroi-
dea de los receptores de calcio y vitamina D (CaSR
y VDR)’. Estas reducciones atentian la capacidad
de la glandula de suprimir tanto las tasas de pro-
liferacion celular como las de secrecion de PTH en
respuesta a los cambios en los niveles circulantes
de calcio y vitamina D, inducidos por el tratamien-
to dirigido a corregir la hipocalcemia o la deficien-
cia de vitamina D. Un agravante adicional a la dis-
funcion paratiroidea de la ERC es la disminucion
temprana de la molécula anti-envejecimiento,
a—Klotho, en la membrana de las células paratiroi-
des'. Esta reduccion conduce a una ineficaz supre-
sion de la sintesis y secrecion de PTH por la hor-

mona fosfatirica FGF23, ya que oa-Klotho actta
como co-receptor obligado para las senales celu-
lares del complejo de FGF23 con su receptor espe-
cifico FGFR>S.

Hoy sabemos que, ademas de los defectos en el
control transcripcional tanto del gen de la PTH como
del CaSR y del a-Klotho debidos a la deficiencia de
calcitriol, o a la disminucion de los niveles de su
receptor, el VDR, en la glandula paratiroides hiper-
plasica®, podrian también contribuir a la disfuncion
paratiroidea del enfermo renal modificaciones epige-
néticas, como la hipermetilacion de los genes de
CaSR, VDR o a-Klotho en sus regiones promotoras.
El interés en la epigénetica del HPTS en la ERC sur-
gi6 de la evidencia del rol critico de la hipermetila-
cién de genes supresores de tumores en procesos de
proliferacion celular exacerbada’, tal y como ocurre
en el HPTS nodular. Esta forma de HPTS es similar
en su desarrollo a un tumor benigno endocrino, con
un impacto adverso muy grave tanto en la progre-
sion del HPTS, del dafo renal y vascular, como tam-
bién en la supervivencia del enfermo renal por el
desarrollo de resistencias al tratamiento®.

Por el contrario, existen evidencias del impac-
to significativo de aumentos leves de la metilacion
del gen a-Klotho inducidas por el envejecimiento
en el cerebro y por toxinas urémicas en el rifdn,
tanto en la expresion de o-Klotho en la membra-
na celular como también en sus funciones anti-
oxidantes y anti-inflamatorias'** que no se han
estudiado en la glandula paratiroides.

Otra modificaciéon epigénetica de gran interés para
el control del HPTS es la hipometilacion global del
gen de la PTH, demostrada exclusivamente en el teji-



do paratiroideo®. Aun cuando el grado de hipometi-
lacion global del gen de PTH es similar en glandulas
con funcién normal y glindulas hiperfuncionantes®,
este hallazgo sugiere que un proceso de metilacion
diferencial de este gen en sus regiones promotoras
podria contribuir a la severidad del HPTS.

Debido a que la retencion de fésforo por el
rinén enfermo es el mayor factor de riesgo para
exacerbar directamente el grado de hiperplasia
paratiroidea, de estabilizacion del ARN mensajero
de PTH, de la secrecion de PTH a la circulacion y
de los aumentos de FGF23 en la ERC, por meca-
nismos no transcripcionales, el objetivo de este
trabajo fue evaluar en un modelo murino de ERC,
la posible contribucién de alteraciones epigenéti-
cas inducidas por elevaciones en el fésforo sérico
a la severidad de la disfuncion paratiroidea. Para
ello, comparamos el grado de metilacion de los
promotores de los genes de CaSR, VDR, Klotho y
PTH en ratas urémicas alimentadas con dietas con
contenido en fésforo normal o elevado y su aso-
ciacion con la gravedad del HPTS.

Material y métodos

Estudio experimental

Para el estudio se utilizaron ratas Wistar macho de
4 meses de edad procedentes del animalario de la
Universidad de Oviedo, sometidas a una nefrecto-
mia (NX) de 7/8 consistente en la eliminacion de
tres cuartas partes del rindn izquierdo y con resec-
cion total del rinén derecho™.

Inmediatamente después de la nefrectomia, un
grupo de animales urémicos continud con la dieta
de mantenimiento para roedores que posee con-
tenido normal (N) en fésforo (P) (0,6%; grupo NX-
NP), mientras que el otro grupo de animales
nefrectomizados recibié una dieta con elevado (E)
contenido en fosforo (0,9%; grupo NX-EP) duran-
te 20 semanas.
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En el momento del sacrificio, realizado bajo
anestesia con CO, y por exanguinacion, se recogio
suero para determinar marcadores generales del
grado de ERC y de alteraciones en el metabolismo
Oseo y mineral y también las glandulas paratiroides
de cada grupo experimental (14 glandulas de 7 ratas
por grupo) almacenadas a -80°C hasta su utilizacion.

Andlisis de la metilacion de los promotores de los
genes a estudio mediante pirosecuenciacion de
bisulfito

Para la extraccion del material genémico de las
glandulas paratiroides de rata se utilizé el método
del fenol-cloroformo. El ADN extraido de las glan-
dulas paratiroides se traté con bisulfito sodico
siguiendo las instrucciones del kit de bisulfitacion
EZ DNA Methylation-Gold™ Kit D5005” (Zymo
Research, Orange, EE.UU.). A continuacion se reali-
z6 una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
especifica, con cebadores biotinilados, seguida
luego por el protocolo de pirosecuenciacion
(PyroMark QUIAGEN® Q24), consistente en desna-
turalizar las dobles cadenas de los productos de
PCR para obtener cadenas simples, una de ellas
marcada con biotina. La cadena biotinilada se utili-
z6 como molde para la unién del cebador de
secuenciacion. Con el programa informatico
Pyromark 2.0.6 se analiz6 el patrén de metilacion de
la region de los promotores de los genes de PTH,
VDR, CaSR y Klotho comprendida entre el inicio de
la transcripcién hacia el extremo 5’ utilizando las
parejas de cebadores que se indican en la tabla 1.

Andalisis estadistico

Para el anilisis de los resultados se utilizo el pro-
grama estadistico SPSS 17.0. Para las variables cuan-
titativas analizadas se utiliz6 la t de Student. Se con-
sideraron las diferencias estadisticamente significa-
tivas ante valores de p<0,05.

Tabla 1. Pareja de cebadores utilizadas en los estudios de metilacion

Cebador Secuencia MRg Tamaiio CpG
Klotho F1 TGGAAAGTTTAGAATGGGAGAAAG

Klotho R1 CCCTTTACCTTCCAAAAACTAAT 51,3 121 pb 5
Klotho SQ GGGAAAGTAGGTGTTTTATT

CaR FW1 AGTTTGGGAATGGTTATAGTT

CaR RV1 CTCCCTAAATCTCTCAAATCAACCTTTA 52,7 169 pb 8
CaR SQ1 TAGGTGGTTTGGGGG

PTH RW1 GGATTTTGAGTTTTGGGTTAGTTTGAT

PTH RV1 ACCTAAATTTCATATACAAACCTTTTACT 52,9 360 pb 2
PTH SQ1 ATTTGAAATTTTAGAGGAGTG

VDR FW1 AGGAATGTTAGGTAGGAGAGA

VDR RV1 CCTTAAAAACCCTACCTTATAAAAAACTCT 52,6 344 pb 6
VDR SQ1 GATATTATTAAAGATTGT

MT}: temperatura de anillamiento de la PCR; F1: cebador directo; R1: cebador inverso; SQ: cebador de secuenciacion.
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Resultados

Datos bioquimicos

Los datos bioquimicos de ambos grupos experi-
mentales se presentan en la tabla 2. Como era de
esperar, los animales alimentados con la dieta con
elevado contenido en fésforo (NX-EP) tuvieron un
mayor deterioro de la funcién renal medida como
urea y creatinina séricas, con respecto a los valo-
res de estos parimetros en el grupo de ratas uré-
micas alimentadas con la dieta con contenido de
fosforo normal (NX-NP).

Si bien no se encontraron diferencias significa-
tivas en los niveles de calcio sérico entre ambos
grupos experimentales, la combinacion de una
menor funcién renal y de un elevado fésforo de la
dieta condujo a aumentos marcados en los niveles
circulantes de fésforo y FGF23 en el orden de 2 y
3 veces superiores a los valores de estos parame-
tros en los animales urémicos alimentados con
fosforo normal. Consecuentemente, el grado de
HPTS fue también superior en los animales urémi-
cos con fosforo elevado en la dieta, mostrando
niveles séricos 40 veces superiores de PTH.

Metilacion de las regiones promotoras de los genes
a estudio

La figura 1 muestra los porcentajes de metilacion
de los sitios CpG en el ADN paratiroideo com-
prendido en las regiones promotoras de los genes
del CaSR, VDR y Klotho. El escaso porcentaje de
metilacion, inferior al 5% en ambos grupos expe-
rimentales, impide toda comparaciéon de posibles
alteraciones epigenéticas diferenciales atribuibles
al elevado fosforo de la dieta comparado con una
ingesta de fosforo normal.

A diferencia de estos genes que disminuyen
con la progresion del HPTS, la figura 2 muestra
que en las dos CpGs del drea estudiada del pro-
motor del gen de la PTH se encontré que en las
glandulas paratiroides de las ratas urémicas ali-
mentadas con fésforo normal existe un porcentaje
de ADN paratiroideo metilado superior al 40%.
Mas importante atn, para el mismo grado basal de
dano renal y de duracion de la uremia (20 sema-
nas), el elevado fosforo en la dieta se asocié a una
disminucion significativa del 80% en la metilacion
de esa region del promotor de PTH. Esta disminu-
cion estd en consonancia con incrementos en los
niveles de PTH en el suero de estos animales 40
veces por encima de la PTH sérica de animales
con el mismo grado basal de uremia alimentados
con dieta con fésforo normal.

Discusién

Este estudio demuestra por vez primera una posi-
ble asociacion epigenética entre la hiperfosfatemia
de la ERC y la severidad del HPTS: la hipometila-
cion del gen de la PTH. Ademas, nuestros resulta-
dos corroboran los hallazgos de otros investigado-
res en cuanto a que los descensos en el conteni-
do paratiroideo de CaSR y de VDR no pueden atri-
buirse a un proceso epigenético de silenciamiento
por hipermetilacién de estos genes, ambos criticos
para el tratamiento efectivo del HPTS. Nuestros

hallazgos también cuestionan la contribucion de la
hipermetilacién del promotor de a-Klotho en los
descensos del a-Klotho de membrana que ocurre
con la progresion del HPTS.

En general, la hipermetilacion de islas CpG en
regiones promotoras da lugar al silenciamiento
de la transcripcion de los genes. Nuestros resul-
tados indican un grado de metilacion inferior al
5% en el CaSR y el VDR, ambos reguladores deci-
sivos tanto de la funcidon paratiroidea normal
como del desarrollo de resistencia al tratamiento.
Ademas, el elevado fosforo de la dieta, que con-
dujo a aumentos significativos tanto en el grado
de dafno renal como del HPTS de estos animales
nefrectomizados, no indujo cambios significati-
vos en el grado de metilacion del CaSR o del
VDR, tal y como demostraron también otros
investigadores en modelos murinos?”, pero tam-
poco utilizando medidas del grado de metilacion
global de estos dos genes en glindulas paratiroi-
des humanas provenientes de sujetos normales o
con grado variable de HPTS y primario, y en las
que la contribucion de la hiperfosfatemia no era
el objetivo principal del analisis epigenético'®'”.

Con respecto al grado de metilacién del gen
anti-envejecimiento a-Klotho, su grado de metila-
cion fue también inferior al 10%, y no se observa-
ron diferencias significativas en el porcentaje de
metilacion de las CpGs inducidas por el elevado
fosforo en la dieta, al menos en la zona del pro-
motor estudiada en las glandulas paratiroides pro-
veniente de ambos grupos experimentales de ratas
urémicas. Estos hallazgos no son sorprendentes,
ya que en las células del tabulo renal distal, que
es donde el gen Klotho se expresa mayoritaria-
mente en un rindn normal, parece existir un
mecanismo que activamente protege al promotor
de Klotho de la metilacién de secuencias CpGs'®.
En otros tejidos, con baja expresion de o-Klotho,
como en cerebro, mama, estdmago, colon, muiscu-
lo esquelético o piel, también parece existir un
mecanismo similar de proteccién de los niveles de
a-Klotho previniendo su metilacion. Es importan-
te destacar también que varios autores han obser-
vado que un exiguo grado de metilacién parece
ser suficiente para causar diferencias significativas
en el grado de expresion del gen. De hecho, King
y cols. han demostrado en cerebro de monos
envejecidos que un pequefio incremento del 0,4%
en la metilacion de las islas CpG da lugar a des-
censos de un 20% en la expresion del gen, corro-
borando que el grado de metilacion de secuencias
CpGs pueda estar implicado en la regulacion a la
baja del gen Klotho asociada al envejecimiento®.

Otros autores han referido también diferencias
pequenas (del 1 al 4,5%) en el grado de metilacion
a nivel renal en ratones nefrectomizados®, simila-
res a los valores de metilacion paratiroides obteni-
dos en este estudio (del 2 al 5%). De todos modos,
el elevado fésforo de la dieta no condujo a incre-
mentos significativos en el grado de metilacion de
este gen en el tejido paratiroideo.

Sin duda, el hallazgo mis importante de este
estudio ha sido la identificacion, por vez primera,
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Tabla 2. Marcadores bioquimicos generales y del metabolismo mineral

(gD | (mgdD | @D | Pamgan | D0 DO
NX-NP 104 + 32 1,0 £ 0,3 11,7 £ 1,1 58+ 1,2 44 + 23 378 + 103
NX-EP 201 + 51 2,1+ 04 10,5 + 1,1 128 +19 | 1.762 + 493 | 1.029 + 101
valor de p 0,001 0,001 0,066 0,001 0,001 0,001

Figura 1. Grado de metilacién de los sitios CpGs que preceden el inicio de la transcripcion del promotor de los
genes de A) CaSR (-172 a -3); B) VDR (-533 a -189) y C) a-Klotho (-217 a -96) en glandulas paratiroides prove-
nientes de ratas nefrectomizadas (NX) alimentadas con una dieta con contenido en fésforo normal PN (NX-PN)
o elevado (NX-PE) durante 20 semanas. En la parte inferior de cada gen se representa graficamente la zona ana-
lizada del promotor y el nimero de sitios CpG existentes en dicho fragmento
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de una asociacion entre la hiperfosfatemia y una
disminucion de la metilaciéon del promotor de
PTH en la secuencia de 350 nucleétidos que pre-
cede al inicio de la transcripcion. Si bien estudios
de hace casi dos décadas, utilizando técnicas que
precedieron el desarrollo de la pirosecuenciacion,
demostraron una hipometilacion global del gen de
la PTH exclusiva del tejido paratiroideo, pero sin
diferencias significativas entre glandulas con fun-
cién normal o hiperfuncionantes, el resultado de
este estudio agrega una posible modificacion epi-
genética a los conocidos mecanismos post-trans-
cripcionales inducidos por el elevado fésforo para
aumentar marcadamente la sintesis y secrecion de
PTH, como son la estabilizacion de ARN mensaje-

ro de PTH o la induccion de las vias de secre-
cion™?. Es importante destacar que la significativa
hipometilacion del gen de la PTH inducida por el
elevado fésforo de la dieta podria contribuir en
parte a las marcadas elevaciones en los niveles
séricos de PTH en este modelo murino de enfer-
medad renal experimental avanzada. Sin embargo,
no podemos descartar con estos resultados que,
en realidad, sea el fésforo normal o bajo de la
dieta la causa de la mayor metilacion del gen de
PTH en el curso de las 20 semanas de uremia estu-
diadas en este trabajo. De hecho, la restriccion de
fosforo en la dieta no afecta el contenido intra-
glandular de PTH, sino la capacidad de la célula
paratiroides para su secrecion a la circulacion®.
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Una limitaciéon importante de este estudio es
que no se ha estudiado el impacto de la metila-
cion de estas dos CpGs en la transcripcion del gen
de PTH. Por tanto, solo podemos postular un
mecanismo potencial a ser analizado con mayor
profundidad en el futuro con el objeto de identifi-
car una relacion causa-efecto entre el desarrollo
de hipometilacion del gen de PTH y sus mecanis-
mos moleculares de control, que permitirian la
incorporacion de nuevas estrategias terapéuticas
para el control del HPTS en la ERC.

En conclusion, estos hallazgos sugieren que el
desarrollo de alteraciones epigenéticas como la
significativa hipometilacion del gen de la PTH,
que se alcanza en estadios avanzados de disfun-
cion de la glandula paratiroides en la enfermedad
renal experimental, podrian contribuir al incre-
mento tanto de la sintesis como la secrecion de
PTH. El disefio de estudios que permitan obtener
evidencias concluyentes del impacto que la hipo-
metilacion tenga sobre la sintesis de PTH y que
conduzcan a la identificacion de los mecanismos
moleculares responsables de esta modificacion
epigenética inducida por el elevado fésforo de la
dieta, constituye el primer paso obligatorio para el
diseno de estrategias terapéuticas innovadoras
para el tratamiento efectivo del HPTS desde esta-
dios tempranos de la ERC.
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