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Como la luna vacia
repleta de crdteres,
Como la playa vacia

Entre rocas y olas,
Como la montafa vacia

Llena de vida.



Agradecimientos

En este momento, te recuerdo con tu sonrisa, tu tecito en la mafiana, tus manos
acariciandome. Te quiero agradecer a ti, porgue en los dias que no creo en mi, viene
a mi mente tu recuerdo, tu esperanza, tus suefios y me dan ganas de ser la mujer
que tu creias que podia llegar a ser. Te extrafio como a la vida misma. Te quiero y
espero siempre poder sentirte a mi lado. Muchas gracias nanita. Gracias por
hacerme la mujer que soy.

A mi papa y a mi mama, muchas gracias por la resiliencia, por la fuerza, por la
entrega. Gracias por los consejos, por la comprensién, por la vida, por el amor.

A mi hermano Alejandro, gracias por ser mi otra mitad, por ser la voz que argumenta
en mi cabeza y quien que discute conmigo en vivo. Gracias por enseflarme a crecer,
gracias por la perspectiva, gracias por los conocimientos. Gracias por el carifio y
gracias por el apane.

A Andrés, Javiera, Jorge (negro), Esteban, Jorge y Nicolas, por ser mi apoyo y mi
conciencia, por todos los momentos que pasamos juntes, sobreviviendo la carrera.

Al Dr. Sergio Alvarez, muchas gracias por su apoyo, gracias por sus consejos,
ensefanzas y sabias palabras que me recuerdan que no todo es tan dificil, que
quizds es mejor relajarse y no ver todo tan negro. Gracias por el amor a la
microbiologia, gracias por todo lo ensefado.

A la Dra. Maria Antonieta Valenzuela, muchas gracias por ese abrazo en el congreso,
muchas gracias por las explicaciones interminables en su oficina, cuando no
entendia nada, muchas gracias por la energia y el vaso medio lleno de cada dia.

Al Dr. Luis Toro, muchas gracias por la comprensién, por el apoyo, por los consejos,
gracias por todo lo ensenado, gracias por confiar en mi, gracias por cambiarme la
perspectiva. Muchas veces me vi repitiendo sus consejos en mi cabeza para no
olvidarlos, también recuerdo nuestras conversaciones en momentos inesperados,
en donde de la nada, me llegan a la mente sus palabras y me hacen sentido
nuevamente. Gracias por entenderme, gracias por darme tiempo y gracias por
ensefarme.

Al Dr. Alfonso Paredes, muchas gracias por acompanarme a lo largo de la carrera,
cuando pensé a quien le podria pedir que fuera mi patrocinador, el Unico me vino a la
cabeza fue usted, fue usted el que me vio llorando, peleando, riendo, frustrada,
sufriendo, triunfando, fracasando. Gracias por ser una persona tan integra y bacan,
muchas gracias por el tiempo y la comprension, gracias por los retos, por los



consejos, por las miradas, por las discusiones, por la critica, por las risas. Gracias
por escucharme y gracias por estar ahi en los momentos en que mas lo necesitaba.

A la Dra. Daniela Seelenfreund, muchas gracias por ayudarme a encontrar fuerzas,
gracias por creer en mi, gracias por la paciencia, gracias por el apoyo. Recuerdo su
primera clase, cuando presento este mundo nuevo, gigante y microscépico, sali de
la salay lo Unico que tenia claro, es que no habia entendido nada. También recuerdo
nuestras conversaciones en clases, cuando molecular se me hacia imposible, pero
siempre encontré la manera de explicarlo. Me recuerdo craneandome para las
pruebas y los muchos de esos “ahhh, eso era” al revisarlas. Muchas gracias profe
por ensefiarme a pensar, a entrenar el cerebro y muchas gracias por todos los
conocimientos entregados. Gracias por ensefiarme a ser mejor persona, a discutir
con argumentos sélidos, gracias por el carifno y la comprension.

Muchas gracias profe, por recordarme que tengo que creer en mi, gracias por
mostrarme que soy capaz, gracias por toda su ayuda, gracias por todas las
herramientas y ensefianzas para la vida. Estoy agradecida de poder tener la relacién
que tenemos. Muchas gracias por todo Dani.

Yo entre a la universidad pensando que iba a aprender no solo bioquimica, que
también iba a aprender a desenvolverme en esta vida, que la universidad de verdad
entregaba conocimientos “universales” de la vida. En medio de la carrera, el
pensamiento cambio, la universidad era un negocio, no habia companerismo,
estaba todo lleno de competencia, la bioquimica era lo uUnico que estaba
aprendiendo en clases. El ambiente se sentia hostil y me quede con la idea de que
me tenia que salvar solita, que nadie iba a tener compasidon o comprension por la
situacién que estaba viviendo. Pero ahi, les encontré y por eso estoy enormemente
agradecida, me demostraron que no por ser cientifica o bioquimica iba a dejar de ser
persona, muchas veces mostrando mas compresién y compasiéon conmigo que yo
misma.

Hoy puedo decir que en la universidad aprendi bioquimica, y también, creci como
persona, hoy salgo a la jungla con muchas mas herramientas de las que entre y por
eso les queria dar las gracias a mis companeres, amigues, profes y familia.

Por ultimo, también me quiero agradecer a mi, por terminar esta etapa, por no
darnos por vencida, nos costd, sufrimos danos, muertes y caidas, pero hoy estamos
encontrando formas regenerarnos, con ideas y argumentos para mantener este
ecosistema. Vacias como el mar. Llenas de vida.



Financiamiento

Esta memoria es parte del proyecto FONDECYT de iniciacion N° 11171141, otorgado al
Dr. Luis Toro Cabreray se realizo en las instalaciones del Centro de Investigacion Clinica

Avanzada (CICA) del Hospital Clinico de la Universidad de Chile (HCUCH).



INDICE

INDICE ...ttt ettt ettt st st sttt st b et e beb et st et e e ens Vi
INDICE DE FIGURAS .....ooevieeeeeeteeteeteetete ettt eteeae et ee st naese st ss s ereeaeesensensennans Vi
INDICE DE TABLAS ..ottt eeteeeeeteeteetvetee e et eeeteeaesaeeteeaeeseeasesaeseessesesenaeenseeens IX
ABREVIACIONES ...ttt e e e e et ettt e e e s e e e e e eeeeeeaeennenns X
RESUMEN ...ttt e ettt e e e e ee ettt abeaas e e e e e eeaeseeeeeeteeseennnnnns Xl
ABSTRAGCT ...ttt e e ee ettt s e e e et e tee s ee e e e seeeaeeeeeeeeeerennnennnnnns Xl
1. INTRODUGCCION ...uiuiiiiiiiietiteteiei ittt ettt e st es e ses s eteseseneeeenens 1
1.1. Factor de crecimiento fibroblastico 23 .....c....ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 2
1.1.1. Actividad de FGF23 ... et 2
1.1.2. Sintesis de FGF23 ... e 5
1.2, Estructura FGF23 ... 9
1.2.T PEPLIAO SEAAL ceuuiiiiiee ittt e e ee e e e e eeaeeeeeaas 9
1.2.2D0mMINI0 FGF .oieiiiiiiiii e 9
1.2.3 Sitio de union a KIotho ..........ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 11
1.2.4 C-ermMiNal coeceeeeeiiiiiiiicc ettt e e 12
1.3.FGF23 en Enfermedad Renal Cronica .........ccevuuuuieieiiiiiiiiciiiicieenceeiee e 13
1.4, CeIMINGAL ettt s e e eeeaaaa e 15
1.4.1 Glicosilacion y fosforilacion ......ccoueveeiiiiiiiiieiercc e 15
1.4.2 Inhibicion a FGF23 iNtacto ......cccuueiiiiiiiiniiiiiiiiiiiinncccii e 15
1.4.3 Péptido en plasma reconocido por ELISA (QUIDEL®) ......ccccevvunevnneenns 16
2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS ..ottt vttt ete et v s e esaene e 18
B I o [T oY) (== £ TSN 18
AV O o 1= 11V o 1 PSSP PP TP PTPPP 18
2.2.1 ObjJetiVO GENETAL ceuniene ittt et ettt e e e eeae e e e eeeas 18
2.2.2 ODbjetivos E€SPECITICOS wuuiuniiiiiiiiiieiiie et eeee e e e e e eeneeae e e e e 19
3. METODOS ..ottt ettt st ettt et sttt 20



3.1.Pacientes y obtencion de MUESTIa ....ccuevveeeeniiiiieii e ee e eeae e
3.2.Preparacion de las muestras para la separacion electroforética ...............
3.3. ELECTrOfOreSis «civuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicccr e
3.4, WeSTerN BLOT ....iieeiiiiiiiiiii e e
A, RESULTADOS ...ttt e e e e e e eeeeee et bttt e ee e e e e e e eeeeeeteeeeesaennnnnnnes
4.1.Reconocimiento de FGF23 intacto en muestras de plasma
humano por medio de un ensayo de inmunodetecciOn.......ccceeeeeeevnvenennnns
4.1.1. Estandarizacion de la teCNiCa .......ccuvvumeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciieccce e,
4.1.2. Anticuerpos y reconocimiento de FGF23 intacto .......cccecevvunennnnnnee.
4.2.Reconocimiento de FGF23 C-terminal en muestras de plasma por
medio un ensayo de inmunodeteccidon de anticuerpos especificos
para la porcidon C-terminal de la proteina .....ccccceeuueiieiiiiiiiiieeeiiieereeeeees
4.3. Determinacioén del peso molecular y estimacién del sitio de corte
en la secuencia aminoacidica del fragmento C-terminal de FGF23
circulante en plasma SANZUINEO.......cvueiiiiiiieiiieeeee e e ereee e e ereeeane e ens
5. DISCUSION ...uiuiitiiiiieeete ittt sttt sttt sttt st s et e ses ettt se b s e esenenens
5.1.Estandarizacion de Western Blot ........cc.uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniciiiiccieee
5.1.1. Normalizacion por VOIUMEN ....ceuiiiiiiiiiiieiiie et eeeeeeiee e eeneeeeee e e aes
5.1.2. Tiempos de tranSferenCia ..ccoeiueeeieiieiiiieiir e e e e eea e
5.2. Caracterizacion FGF23 C-terminal ........coceeuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiencceiccceneee
5.3. ProyecCcCiones fULUIAS ....icuiiiiiiiiiiniiiiii i iieeeeieriecteeeeeeeeaessansensenesenesensnnsannns
6. CONCLUSIONES ......coiiiiiiiitiieee ettt e e e e e e e eeeteearevae e
7. REFERENCIAS ...ttt e e e e e eeeee et et e e e e e e e e e e e eeeennaes

vii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Actividad de FGF23 en sus tejidos blanCo .......cccvveuieieriiiiicniiienei e 4
Figura 2: Esquema de vias de sefalizacidon de FGF23 en osteoclasto ..................... 8
Figura 3: Esquema de la estructura primariade FGF23 ......cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiierinnneen. 9
Figura 4: Representacion de la estructura cristalografica de FGF23 ....................... 10
Figura 5: Representacion de la estructura cristalografica de FGF23y FGF2 ........... 11

Figura 6: Representacion estructura cristalografica complejo

FGFRIC-FGF23-KLOthO ...eueeiieiee ittt e e e e e e eeeeee e 12
Figura 7: Patron de electroforesis plasma humano de membranas

obtenidas con diferentes cursos de transferencia ........c.ceeveeeiiiiiiiiiiiieiiiicinnnennnen. 25
Figura 8: Patron de electroforesis plasma humano de membranas

obtenidas con diferente estructura de sandwich de transferencia ......................... 26
Figura 9: Esquematizacion sitio de reconocimiento anticuerpo en FGF23 ............. 26
Figura 10: Reconocimiento de FGF23 en plasma por medio del anticuerpo

primario FGF23 N-terminal monocloNal .......ccueeiieiiiiiiiiec e e e eeeas 27
Figura 11: Reconocimiento de FGF23 y cFGF23 en plasma por medio

del anticuerpo primario FGF23 C-terminal 186-206 .......cccuuviiueeiiiieeieeeeeeeeeeeeeenenns 29
Figura 12: Reconocimiento de FGF23 y cFGF23 en plasma por medio

del anticuerpo primario FGF23 C-terminal 225-244 .........ccviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeenees 30

viii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Anticuerpos utilizados, proteina recombinante y

estandar de PESO MOLECULAT ..cuuuiiiiiiiiiiiiee et eeeeeeeeeeeeeeeeeeaa e eeaneeeaeenaeenns



Abreviaciones

BUN:

cFGF23:

ELISA:

EPO:

ERC:

FGF:

FGF23:

FGFR:

GFR:

HRP:

iIFGF23:

kDa:

PBS:

PTH:

RhEPO:

SDS:

SPC:

Nitrégeno ureico en sangre

Fragmento C-terminal de FGF23

Ensayo inmunoenzimatico de fase soélida
Eritropoyetina

Enfermedad renal cronica

Factor de crecimiento fibroblastico
Factor de crecimiento fibroblastico 23
Receptor de factores de crecimiento fibroblastico
indice de filtracion glomerular
Peroxidasa de rabano

FGF23 intacto, proteina completa
Kilodalton

Tampén de fosfato salino

Parathormona

Eritropoyetina recombinante
Dodecilsulfato sédico

Proteasa, Convertasa de proproteina similar a la subtilina



Resumen

El Factor de Crecimiento Fibroblastico 23 (FGF23) es una hormona peptidica de 251
aminoacidos. Su principal funcién es modular la homeostasis del fosfato, inhibiendo la
reabsorcion de fosfato en el tubulo proximal del rifdn produciendo una disminucién de la
fosfatemia. Estudios muestran que los niveles plasmaticos de FGF23 aumentan en dafio
renal, para mantener estables los niveles de fosfato sanguineo a medida que el rindn pierde
su funcién. Este aumento en la concentracion plasmatica de la proteina se correlaciona en

forma positiva con mayor mortalidad.

Se ha demostrado que existen distintas isoformas de FGF23 circulantes en plasma: una
forma intacta (iIFGF23) y una forma C-terminal (cFGF23). En la literatura se describe un corte
en una secuencia altamente conservada " RHTRSAE'®? que formaria un fragmento C-
terminal de 72 aa. Sin embargo, este fragmento no es concordante con el fragmento C-
terminal de aproximadamente 14 kDa descrito en diversas investigaciones anteriores. El
objetivo de esta memoria es reconocer en muestras de plasma humano, iFGF23 y cFGF23
en condiciones normales y en pacientes con dano renal, avanzando en la caracterizacion de

este fragmento.

Para este trabajo, se utilizé la técnica de inmunodeteccidon de Western Blot, con la cual se
detecta FGF23 en el plasma sanguineo de pacientes en enfermedades crénicas de rifién y
pacientes sanos. Para lograr este objetivo se utilizaron anticuerpos dirigidos a distintos
epitetos de la proteina, un anticuerpo hacia su porcion N-terminaly dos anticuerpos hacia la

porcidon C-terminal.

Los resultados muestran la deteccidon de una molécula de alrededor de 25 kDa, la cual es
reconocida por todos los anticuerpos. Ademas, las bandas varian en intensidad, lo que se
interpreta como una diferencia en sus cantidades relativas, las cuales se correlacionan con
el dafio renal presentado en los pacientes. Esto sugiere que la molécula que se reconoce es
iFGF23. Por otro lado, también se observan bandas alrededor de los 19 kDa. Estas bandas
demuestran la presencia de un fragmento C-terminal que posee tanto el segmento de unién
a Klotho, un cofactor obligado para la activacion del FGFR, reconocido por el anticuerpo C-
terminal 186-206 y la cola C-terminal que es reconocida por el anticuerpo 225-244. Segun

el peso descrito para la cadena aminoacidica de la molécula, este fragmento C-terminal

Xi



contiene gran parte de la zona de homologia a FGF, pero no completa; por lo tanto, se podria
estimar que no es biolégicamente activo, siendo incapaz de activar al receptor FGFR. Sin

embargo, aun faltan estudios de funcionalidad para confirmar esta propiedad.

Estos resultados nos permiten concluir que es factible detectar la presencia de FGF23 por
medio de un ensayo de Western Blot en muestras de plasma humano. Ademas, en este
trabajo se reporta la presencia de un fragmento C-terminal de 19 kDa no descrito
previamente. Esta molécula podria corresponder al fragmento que se encuentra circulando
en el plasma en conjunto con iFGF23. Para caracterizar estos péptidos se requieren estudios
de espectrometria de masas y de funcionalidad para determinar la importancia de este

péptido de 19 kDa en la patologia renal crénica.
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Abstract

Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23) C-terminal
fragmentis a 19 kDa protein circulating in human

plasma.

Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23) is a peptide hormone of 251 amino acids. Its main
function is to modulate phosphate homeostasis, inhibiting phosphate reabsorption in the
proximal tubule of the kidney, producing a decrease in phosphatemia. Studies show that
plasma levels of FGF23 increase in kidney damage to maintain stable blood phosphate levels
as the kidney loses its function. This increase in plasma concentration of the protein is

positively correlated with higher mortality.

It has been shown that there are different isoforms of FGF23 circulating in plasma: an intact
form (iFGF23) and a C-terminal form (cFGF23). The literature describes a cut in the highly
conserved sequence "* RHTRSAE'®? that is predicted to form a C-terminal fragment of 72 aa.
However, this fragment is not consistent with the C-terminal fragment of approximately 14
kDa described in various former investigations. The objective of this work is to identify iFGF23
and cFGF23 in raw human plasma samples in patients with kidney damage and patients with

normal kidney function, advancing in the characterization of this fragment.

For this work, the Western Blot immunodetection technique was used, in which FGF23 is
detected in the blood plasma of chronic kidney disease patients and healthy patients. For
this, antibodies directed to different epithets of the protein were used, one antibody that

recognizes its N-terminal portion and two antibodies that bind to the C-terminal portion.

All the antibodies where able to recognhize a molecule of around 25 kDa, the bands also vary
in intensity, this is interpreted as a difference in their relative amounts, which correlate with
the renal damage presented in patients. This suggests that the molecule being recognized is
iFGF23. On the other hand, bands of around 19 kDa are also observed. These bands reveal
the presence of a C-terminal fragment that includes both the Klotho-binding segment, a

cofactor for the FGFR activation, recognized by the C-terminal antibody 186-206, and the C-
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terminal tail that is recognized by the 225-244 antibody. According to the weight predicted by
the amino acid chain of the molecule, this C-terminal fragment contains a large portion, but
not the complete sequence of homology to FGF. Therefore, it is predictable that this
fragment is not biologically active, being incapable of activating the FGFR receptor. However,

functionality studies are still lacking to confirm or reject this possibility.

These results allow us to conclude that it is feasible to detect the presence of FGF23 by
means of a Western Blot assay in human plasma samples. In addition, a 19 kDa C-terminal
fragment is recognized that had not been described previously. This molecule might be the
fragment found in plasma together with iFGF23. To characterize more deeply the properties
of this fragment, mass spectrometry analysis and functionality studies are required to

describe the importance of this 19 kDa molecule.
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1.Introduccion

La enfermedad renal crénica (ERC) se encuentra definida como anormalidades
presentes en la estructura o funcién de los rifnones durante al menos 3 meses [1]. El
diagndstico se realiza por medio de marcadores como la albuminuria, sedimentos urinarios,
anormalidades en electrolitos, anormalidades histolégicas o el indice de filtracion
glomerular (GFR, por sus siglas en inglés) inferior a 60ml/min por 1,73m?. Esta enfermedad
posee una prevalencia mundial de 13,6% y su diagnéstico es usualmente tardio, debido a
que la sintomatologia y el desbalance en los marcadores se presentan cuando el dafo

celular ya es avanzado [1].

El declive de la funcién renal sostenido en el tiempo se ha clasificado en 5 estadios, en
los cuales se observa la aparicion de distintas enfermedades adyacentes provocadas por la
pérdida de homeostasis mineral. La enfermedad cardiovascular la principal causa de

muertes de estos pacientes [1].

La homeostasis mineral se ve alterada en pacientes con ERC. A medida que disminuye el
GFR se ve comprometida la excrecidon de fosfato. Para contrarrestar esto, se observa un
aumento del factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF23) plasmatico, una fosfatonina, la
cual en estadios tempranos de la enfermedad logra mantener la concentracién de fosfato

sanguineo inalterada por medio de la reduccidn de la reabsorcion de fosfato a nivel renal [2].

La accién principal de esta hormona es disminuir la expresién de cotransportadores
NaPi e inhibir la activacién de vitamina D [2]. Es por esto que al verse aumentada la
concentracion de fosfato plasmatico en dafio renal se observa un aumento en la sintesis de
FGF23 que mantiene los niveles de fosfato. Sin embargo, a medida del avance de la
enfermedad se compromete su funciéon y efectividad, aumentando su concentracién en

conjunto con el progreso de la enfermedad.

Este aumento en la expresion de FGF23 es una caracteristica muy importante, ya que es
una de las primeras alteraciones que se observan en pacientes con dafio renal. En estos

momentos en nuestro laboratorio se encuentra enfocado en el estudio de un método de



diagndstico utilizando esta alza en la concentracién de FG23 circulante en plasma, en

conjunto de otros marcadores novedosos.

Ademas, FGF23 es una proteina que segun la literatura sufre un corte proteolitico y es
posible detectar circulante en plasma un fragmento C-terminal. Esta memoria esta
enfocada en caracterizar el fragmento C-terminal de FGF23 circulante en plasma, para
ayudar en su descripcidon y obtener datos que lo involucren o no, en este sistema de

diagndstico de dafo renal.

1.1. Factor de Crecimiento Fibroblastico 23

Los factores de crecimiento fibroblastico (FGFs) constituyen una gran familia de
proteinas que tienen en comun una secuencia FGF conservada y poseen multiples
funciones en el metabolismo, en la organogénesis y en el desarrollo general del individuo.
Podemos dividir estas proteinas en 3 clases de FGFs segin su mecanismo de accion. Las
familias FGF1, FGF4, FGF7, FGF8 y FGF9 poseen actividades paracrinas/autocrinas, se unen
y activan el receptor de membrana FGFR. Por otro lado, la familia FGF11 no interactua con el
receptor de membrana FGF (FGFR), poseen una actividad intracrina y se denominan FGFs

nucleares.

Por ultimo, la familia FGF19 se compone de factores que se encuentran circulando en el
torrente sanguineo, ejerciendo una accién endocrina [3]. Estas proteinas tienen una baja
unién a heparéan sulfato, pues a diferencia de las otras familias no poseen el dominio de
unién a heparina. Esta caracteristica les permite difundir facilmente a la sangre y ejercer una
accion hormonal [3] en tejidos blanco alejados de su sitio de sintesis. En estos tejidos, los
FGFs interactuan con el FGFR de membrana y activan a la tirosina quinasa. La familia FGF19
incluye a FGF23, una proteina de 251 aminodcidos sintetizada en el tejido dseo, la cual es
secretada al torrente sanguineo y ejerce su accidon en distintos tejidos como el rifdn,

glandula paratiroides, entre otros.

1.1.1. Actividad de FGF23

FGF23 puede unirse y activar a los receptores FGFR1¢c, FGFR3 y FGFR4, siendo su
receptor principal FGFR1¢ [3]. FGF23 posee una baja afinidad por estos receptores, incluido
su receptor principal y para provocar la activacion de FGFR1c necesita de un cofactor

obligado. Una proteina transmembrana de tipo 1 de aproximadamente 130 kDa denominada
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Klotho. Esta proteina posee un dominio citoplasmatico pequefio y uno extracelular
compuesto por dos cadenas en tandem, KU1 y KI2 [4]. Estas cadenas interaccionan con el
receptor, favoreciendo la formacion del complejo FGFR-Klotho-FGF23. La formacidén de este
complejo provoca la activacion del receptor y la consecuente transduccién de senal en los

distintos tejidos blanco.

En la figura 1 se detallan los efectores y las distintas acciones de FGF23 en dos de
sus organos blanco. Cabe destacar que FGF23 al secretarse al torrente sanguineo y ejercer
una accién endocrina posee variados Organos blanco, entre ellos el rindn, la glandula
paratiroides, el corazoén, el hueso, entre otros. Nos enfocaremos principalmente en su
accion en el tubulo proximal, ya que es la funcidon mas comprometida y estudiada en
pacientes con ERC y en su accidén sobre PTH, ya que, existe una retroalimentacion negativa

que controla la expresion de ambas.

Como se muestra en la figura 1, en el rindn la sefalizacién de FGF23 ocurre por
medio de la activacion de la cascada ERK1/2-SGK1. En el tubulo proximal, la activaciéon de
estas quinasas produce la fosforilacion del factor NHERF-1, el cual induce la internalizacion
y degradacidn de los cotransportadores de sodio-fosfato NaPi2a [5] y NaPi2c [6]. La funcion
principal de FGF23 caracterizada hasta hoy es disminuir la reabsorcién de fosfato en el

rindn, aumentando la fosfaturia.
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Figura 1: Funciones de FGF23 en sus tejidos blanco. En la imagen se muestran la via de
transduccidn en tubulo proximal, siendo los principales factores transcripcionales activados en este
tejido son ERK1/2 y SGK1, quienes son responsables de la baja en la reabsorcion de fosfato por la
internalizacién de los cotransportadores. Ademas, FGF23 por medio de su unién con FGFR3/4
promueve una baja de la activacion de vitamina D por medio de la inhibicién de las hidrolasas
involucradas en su sintesis. Por otro lado, en la glandula paratiroides la activacion de los receptores
conlleva a una reduccién en la expresion de PTH, esto por medio de la activacién de factores como

ERK1/2 y NFAT (Modificado de Ho y Bergwitz, 2021)

Ademas, FGF23 es un regulador de la sintesis de vitamina D, influyendo la expresion
renal de las enzimas encargadas de la activacion de la vitamina D [6]. FGF23 tiene un efecto
inhibitorio frente la expresion de la hidrolasa 1aOHasa, hidrolasa encargada de la activacién
de la vitamina D. Al mismo tiempo, muestra un efecto positivo sobre la concentracién de
240Hase, enzima encargada de la inactivacion por hidrdlisis de la vitamina D [6]. Ambos
efectos coinciden en una disminucién en la vitamina D activa y, por tanto, disminuyendo la

absorcién de ion calcio y fosfato a nivel renal, efecto caracteristico de la vitamina D.

También se ha descrito la estimulacién en la gldndula paratiroides, donde promueve

la expresion del factor de transcripciéon ERK1/2 y NFAT quienes inhiben la expresion y



secrecion de Parathormona (PTH). Esta disminucidn en la expresion de PTH tiene un efecto
indirecto en el nivel de fosfato en sangre. La PTH promueve la resorcién del hueso, al
contrario de la vitamina D y en consecuencia aumenta los niveles de fosfato sanguineo, por
lo que este efecto coincide con la disminucion en los niveles plasmaticos de fosfato que la

expresion de FGF23 genera [7].

1.1.2. Sintesis FGF23

Las células 6seas son las principales responsables de la sintesis de FGF23. El hueso se
compone principalmente de tres tipos celulares especializados, los osteoclastos, los
osteoblastos y los osteocitos. Los osteoclastos se encargan de la resorciéon del hueso, los
osteoblastos forman la matriz 6sea y los osteocitos representan a las células esqueléticas
adultas, estos se encargan de la remodelacién del hueso, manteniendo estable la matriz
6sea [8]. Ademas de esta funcidon local, a través de sus dendritas conectan con la
vasculatura y secretan factores al torrente sanguineo para ejercer control metabdlico. Entre
ellos se encuentra FGF23, que se sintetiza principalmente en los osteocitos ubicados en la

periferia trabecular del hueso [9].

El control de la expresion de FGF23 esta regulado por una diversidad de factores y
condiciones que aportan al control homeostatico que realiza. La homeostasis mineral es
uno de los parametros mas controlados en nuestro organismo y es por esto que la
regulacion de FGF23 es tan estricta y diversa. Los factores de transcripcidn mas importante
involucrados en su activacion son el receptor citoplasmaéatico de vitamina D, VDRRXR, y el
factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) y,
por otro lado, su inhibicién estd dada por factores como quinasas activadas por mitégenos
(MAPK) o la activacidon de la proteina de caja forkhead O1 (FOXO1) por la accién de la
insulina. En la Figura 2 se resumen todas las vias involucradas en su sintesis. A
continuacion, se describen con mayor detalle algunas de ellas, correspondientes a las mas

afectadas en pacientes con dafio renal.

e PTH y Vitamina D: PTH es un regulador positivo muy importante de FGF23. La
activacion del receptor PTH1R induce la via cAMP/PKA vy la transcripcion del factor
NURR1, el cual se une al promotor de FGF23 induciendo su transcripcion,

aumentando los niveles de FGF23 [10]. Con esto podemos contrastar las funciones



de ambas proteinas, FGF23 inhibe la sintesis de PTH y PTH estimula la sintesis de su
inhibidor ejerciendo control sobre su expresiéon y manteniendo el equilibrio entre

ambas hormonas.

Por otro lado, el calcitriol o vitamina D al unirse a su receptor citoplasmatico
VDR/RXR estimula la transcripcién de FGF23 por medio de la union al elemento de
respuesta de vitamina D (VDRE) ubicado en el promotor de FGF23. Ademas, se
observa también que la produccion de local calcitriol por parte de los osteoblastos
seria un agente primario en la regulacion de la transcripcion de FGF23 [11]. Esto da
cuenta de la misma situacién con PTH, FGF23 ejerce una accién inhibitoria sobre su

regulador positivo.

Fosfato: La regulacién de FGF23 por fosfato aun se encuentra en discusion. Existe
evidencia de que el aumento de fosfato en la dieta de ratones sanos provoca un
incremento en los niveles plasmaticos de FGF23 [12], sin embargo, también se ha
observado que la inyeccidon de fosfato intravenoso no provoca un aumento

significativo de FGF23, a pesar de observarse un aumento de la fosfatemia [13].

Algunas investigaciones postulan que esta regulacion estd dada por el
cotransportador de sodio fosfato tipo 3 (PiT2). El cual actuaria como sensor
aumentando o disminuyendo la produccion de FGF23, en ratones KO para este

transportador se pierde la respuesta a la ingesta de fosfato [14].

Por otro lado, se ha observado que la activacién de FGFR1 en células d6seas, por
medio de la unién de su ligando, por ejemplo, FGF2 es capaz de inducir la
produccién de FGF23. Al mismo tiempo su inhibiciéon provoca una baja en la
produccién de la proteina. Finamente, también se ha estudiado que en respuesta a
un alza en la ingesta de fosfato en la dieta la isoforma C del receptor FGFR1
(FGFR1c), censa de alguna manera este aumento y se fosforila en la tirosina 196 en
ausencia de un ligando; esta activacion induciria a las quinasas MAPK y ERK quienes

controlarian la sintesis de FGF23 [15].

Sin embargo, en diversos estudios se confirma que pacientes sanos no experimentan

cambios en la concentracién de FGF23, ni con la deprivacién de fosfato dietario, ni
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con el aumento de su concentracién plasmatica [13,16]. Se necesita mayor

investigacion para dilucidar el rol del fosfato en la sintesis de FGF23 en humanos.

Eritropoyetina: En un estudio de ratones en donde se realiza una delecion del gen de
FGF23 en osteocitos y osteoblastos, igualmente se observa la presencia de FGF23
en el suero, lo que sugiere que otros tejidos contribuyen en la sintesis de la proteina.
Se ha demostrado que la médula ésea es un tejido que aporta una cantidad
significativa al FGF23 circulante. En ratones WT se observa que la cantidad de FGF23
sintetizada por la médula 6sea es comparable con la sintesis en tejido 6seo y que
FGF23 es expresada de forma transiente en eritropoyesis [13]. La eritropoyetina es
una glicoproteina involucrada en la sintesis de globulos rojos en la medula 6sea; se
ha estudiado también que la administracion de eritropoyetina recombinante (rhEPO)

provoca un aumento en la expresion de mRNA de FGF23 en células EPCs [17].

Inflamacion: Los factores proinflamatorios como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa), la interleucina 1b (IL-1B), el Tumor necrosis factor-like weak inducer of
apoptosis (TWEAK) y el lipopolisacarido bacteriano (LPS), aumentan la expresién de
FGF23 en células IDS-SW3, una linea celular de osteocitos diferenciados [18].
Ensayos en hueso humano confirman que la estimulaciéon por LPS y TNFa aumentan

de manera significativa el mRNA de FGF23 [18].

Tanto TNFa, TWEAK y IL-1B inducirian la expresién de FGF23 por medio NFkB, factor
transcripcional involucrado en la mediacion de multiples respuestas
proinflamatorias y el control de citoquinas. Por tanto, la activacion de este factor es

otro regulador positivo adicional en la sintesis de FGF23 en células 6seas [19].

Insulina: Esta hormona ha demostrado ser un agente antiinflamatorio y también
posee un efecto negativo en la produccion de FGF23. En células UMR-106 se ha
estudiado que la insulina y el factor de crecimiento insulinico de tipo 1 (IGF1)
disminuyen la sintesis de FGF23 por medio de la inhibicién de la via de sefalizacion
FOXO1 y PI3K. Experimentos en humanos dan cuenta de este mecanismo
observandose una baja de FGF23 a nivel plasmatico posterior a la administracion de

glucosa oral y consiguiente alza de insulina [20].
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Figura 2: Esquema de vias de sefalizacion de FGF23 en osteoclasto. El control de

expresion de FGF23 esta regulado por una diversidad de factores y condiciones que aportan
al control homeostatico que esta hormona realiza. En la figura se muestra un esquema que
en donde se detallan las distintas vias de estimulacion e inhibiciéon de la sintesis de FGF23.
En naranja se muestran las principales vias involucradas y detalladas en el texto. En azul se
muestran los principales factores de transcripcién involucrados. (modificada de Agoro y

cols., 2020)



1.2. Estructura de FGF23
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Figura 3: Esquema de la estructura primaria de FGF23. La proteina FGF23 posee distintos
dominios a lo largo de su cadena aminoacidica. Los primeros 24 péptidos conforman el péptido sefial
de secrecion indicados en rojo. En azul se muestra el dominio FGF, encargado de activar a los
distintos FGFRs y en negro se muestra el dominio de unién a Klotho, un dominio pequefo que se

encuentra dentro de la cola C-terminal de la proteina. Imagen propia.
1.2.1. Péptido senal

Los 24 primeros aminoacidos de la proteina recién sintetizada funcionan como
marcador para su procesamiento en el aparato de Golgi y posterior secrecién. Este
segmento es procesado en las cisternas y la proteina madura es secretada con 227

aminoacidos [21].
1.2.2. Dominio FGF

El dominio FGF es el responsable de la activacion del receptor FGFR1-4. Este
dominio posee una estructura secundaria que comprende 12 hojas B antiparalelas las

cuales forman una estructura globular (1B-12p) [22].

La familia FGF19 difiere de este motivo, la falta de una hoja beta en la regién entre
B10 y B12 (Figura 4), producto de una diferencia en la estructura primaria. Por medio de
ensayos de cristalografia se describe que en FGF23 el loop B11 no se forma por la existencia
de un triplete de prolina [23]. Una variacion importante frente a las otras familias de FGFs

(Figura 5), en donde se encuentran aminoacidos mayoritariamente bésicos.

Este triplete de prolinay ausencia del loop B11, le impide la formacidn de puentes de
hidrogeno con los sulfatos de la heparina resultando en una baja afinidad por esta molécula.

Esta baja afinidad por heparadn sulfato le confiere la capacidad de difundir y no quedar



atrapada por la heparina en la matriz extracelular ejerciendo una accién paracrina, sino que
difunde y llega al torrente sanguineo para ejercer una acciéon endocrina, propiedad Unica de

esta subfamilia de FGFs.

Figura 4: Representacion de la estructura cristalografica de FGF23. En la figura se
encuentra representado en detalle el dominio central de FGF23, también se observa la estructura de
una molécula auxiliar utilizada en la cristalografia y la estructura difusa es la parte externa de FGF23.
En la imagen se observan las hojas B de la proteina y podemos ver como FGF23 carece del loop B11.
Las hojas beta estan etiquetadas segun la nomenclatura de FGF1 y FGF2, los factores mas

estudiados de esta familia. (Modificada de Goetz, R., y cols, 2007)
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Figura 5: Representacion de la estructura cristalografica de FGF23 y FGF2. En la imagen
se observa una sobreposicion entre la estructura de FGF23 en celeste y FGF2 en café. En el circulo
rojo se observa el loop B11, el cual no se encuentra en FGF23 y como se observa, esto provoca una
diferencia importante en la estructura de las moléculas. Por esto, FGF23 no se une a heparina y

difunde al torrente sanguineo. (Modificada de Goetz, R., y cols, 2007)

1.2.3. Sitio de unién a Klotho

Klotho es una proteina transmembrana, que no posee actividad enzimatica, la cual
es requerida como cofactor para la activacion del receptor de FGF23. La necesidad de este
cofactor esta dada también por la desestabilizaciéon del motivo globular por la falta del loop
B11 [24]. Esta modificacién no solo produce una baja afinidad por heparina, sino también
por los FGFRs, por lo que para activar el FGFR1¢c, FGF23 se une a Klotho por medio del sitio
de unién entre los aminoacidos 180-205 y a FGFR por medio de el motivo entre los
aminoacidos 40-160 y formando un hetero trimero que es capaz de activar a la tirosina

quinasay transducir la sefial [25].
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Figura 6: Representacion estructura cristalografica complejo FGFR1c-FGF23-Klotho. En
la imagen se observa la unién entre FGF23, su cofactor Klotho y su receptor FGFR1c. El dominio RBA
de Klotho, en la formacidn del trimero interactia con el dominio D3 de FGFR1c. Estas interacciones
entre FGF23 y Klotho con FGFR1c son necesarias para activar al receptor y transducir la sefial de
activacién provocada por FGF23. FGFR1c: en verde dominio D2 y rosado dominio D3. FGF23: en
naranjo y aminoacidos del sitio de uniéon a Klotho en rojo. Klotho: KL1 en celeste, KL2 en morado,
dominio de unidon a FGF23 en Rojo y dominio de unién a D3 en rosado. (Modificada de Chen G., y cols,

2018.)
1.2.4. C-terminal

En las primeras investigaciones con FGF23 se demuestra mediante un mapeo
genético mutaciones sin sentido en una secuencia altamente conservada ""*RHTRSAE®?,
Esta secuencia funciona como sitio de corte para proteasas del tipo SPC (subtilin-like

proprotein convertase, furina) [26].

En condiciones sin mutacién, al producirse el corte en la serina 180
("*RHTR'79/S'®AE®?), se desprende el dominio C-terminal de FGF23, una cadena de 72
aminoacidos la cual contiene el sitio de unién a Klotho. Por tanto, su corte impide a FGF23

activar a su receptor, inactivando la proteina [25].

Estas mutaciones reemplazan una de las dos argininas (R176Q, R179W, R179Q) [27]
lo cual modifica el sitio de corte e impide el reconocimiento de la furina. El consecuente
aumento en la actividad de FGF23, provocado por estas mutaciones produce un Raquitismo
hipofosfatémico autosémico dominante (RHAD) [21]. Enfermedad en donde se observa una
perdida renal de fosfato dada por el aumento de los niveles circulantes de FGF23, esto tiene

como consecuencia una hipofosfatemia acompafiada de desmineralizacién ésea.
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1.3 FGF23 en Enfermedad Renal Croénica

En pacientes con enfermedad renal crénica (ERC) se observa alterada la
homeostasis mineral-6sea. Al verse comprometida la excrecidén de fosfato por parte del
rinén, se activan mecanismos compensatorios. Uno de ellos es el aumento en la
concentracidon plasmatica de FGF23. Por medio de su acciéon fosfaturica, en estadios
tempranos de la enfermedad, el aumento en su concentracién mantiene los niveles de
concentracion normales de fosfato en sangre [9]. Por otro lado, este aumento de FGF23,
tiene como efecto secundario una disminucion en los niveles de vitamina D activa, lo cual
promueve una hipocalcemia y posterior hiperparatiroidismo secundario. Ambas condiciones

que dan cuenta de la progresion de la enfermedad [28].

En etapas mas avanzadas, FGF23 es incapaz de mantener los niveles normales de
fosfato. El aumento sostenido de la fosfatemia, potenciada con la caida en los niveles de
vitamina D resultan en una baja en la expresion renal de Klotho [29] y, por tanto, la pérdida
de la afinidad de FGF23 por su receptor FGFR1c. Esto provoca que aumentos de 100 hasta
1000 veces en la concentracién plasmatica de FGF23 en pacientes en hemodialisis, no se

refleje en los niveles de fosfato plasmatico [30].

La afinidad con el receptor FGFR1 también se ve comprometida en la glandula
paratiroides, en donde se observa una resistencia a los elevados niveles de FGF23. Esto
explica el aumento de los niveles de PTH observado en estos pacientes, ya que se rompe la

retroalimentacién o feedback negativo que ejerce FGF23 a PTH [31].

Por otro lado, el aumento en la sintesis de FGF23 también se explica por factores
externos como lo son la utilizacién de EPO en pacientes anémicos y la terapia de vitamina D.
Ambas terapias administradas para controlar condiciones derivadas de la insuficiencia

renal, ambas moléculas poseen la capacidad de aumentar la sintesis de FGF23 [13,32].

Sin embargo, en estudios de inmunohistoquimica no se observa un marcado
aumento en la sintesis de FGF23 por parte de los osteocitos [9]. Muchos estudios enfocan
este incremento de FGF23 plasmatico més a una reduccidn en eliminacion o clearence de la

proteina que a una sobreestimulacién en la sintesis de esta [19].

El aumento en los niveles plasmaticos de FGF23 se ha observado sistematicamente

y la mayor parte de los estudios clinicos y en animales muestran a FGF23 como un marcador

13



de ERC, ya que se observa un aumento en sus niveles plasmaticos antes de otros
marcadores mayormente estudiados; como lo son el aumento de la creatinina, fésforo, PTH
y la disminucién de 1,25-(OH)2D3 [33]. En un estudio sobre un universo de 4000 pacientes
en estadios 2-4 de ERC se observa que el aumento de FGF23 ya es claro en pacientes que
presentan un GFR de 70 ml/min/1,73 m? [34]. Ademas, en nifios con ERC en estadios
tempranos se observa que el aumento del fragmento C-terminal de FGF23 es la primera

anormalidad detectable [35].

La elevacion en la concentracion sanguinea de FGF23 se ha asociado con un mayor
riesgo de mortalidad de los pacientes en ERC. En estudios realizados a principios de la
década del 2010, el analisis de la concentracién de FGF23 en una sola toma de muestra se
relaciona independientemente con un mayor riesgo de muerte en individuos en ERC
(estadios 2 a 5). También se observa esta relacidon en pacientes con trasplantes de rinény
enfermedades cardiovasculares [35,36]. Por otra parte, en estudios mas recientes con
pacientes en didlisis prolongadas se observa una correlacion entre un incremento progresivo
en el tiempo de la concentracion de FGF23 y la mortalidad por cualquier causa en pacientes

en estadios 2-5 de ERC [30,37].

Algo interesante a destacar es que, en mas de la mitad de los pacientes analizados
en el estudio de Isakova y sus colaboradores [38], se observa una estabilizaciéon de
concentracion de FGF23. En ellos, no se observa relacién con la mortalidad, lo que da
cuenta que una elevacién en la linea base de la concentracidon plasmatica de FGF23 no se
correlaciona con un mayor riesgo de mortalidad independientemente, sino que este

aumento debe que ser sostenido en el tiempo.

En este caso, FGF23 se podria utilizar como marcador de un fenotipo de alto riesgo y
no como una toxina urémica directamente, ya que la estabilizacién de su linea base
aumentada no estd relacionada con el riesgo de mortalidad directamente [38]. Es por esto
que como grupo de investigacidon nos interesa describir detalladamente a FGF23 y su C-
terminal para poder utilizar su aumento prematuro como herramienta y asi, ayudar con el

diagndstico temprano de fallas en la funcionalidad del rifidn.
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1.4 C-terminal

1.4.1 Glicosilacion y fosforilacion
FGF23 posee una secuencia altamente conservada ""*RHTRSAE™? la cual funciona
como sitio de corte del tipo SPC, este corte genera dos fragmentos inactivos N-terminal
y C-terminal [26]. Los primeros estudios de FGF23 se concentran en este sitio, se
observa que mutaciones sin sentido en este sitio (SPC) que sustituyen la arginina (R) le
confieren resistencia a la protedlisis y, por tanto, derivan en un aumento de iIFGF23 y el

desarrollo de raquitismo hipofosfatémico autosémico dominante (RHAD) [39].

Se ha postulado que el corte en este sitio funcionaria como punto de control para
mantener una concentracion adecuada en el plasma de iFGF23 y funcional. La
protedlisis esta controlada por la glicosilacién o fosforilacion de FGF23 en este sitio. La
glicosilacién es catalizada por la N-acetilgalactosaminotransferasa 3 (GalNAc-T3) quien
realiza una O-glicosilacién en la Thr'’8, esta glicosilacion hace que FGF23 sea menos

susceptible al corte por SPC.

Por otro lado, la quinasa Fam20C, es la encargada de fosforilar la Ser'® esto provoca
un impedimento estérico a la glicosilacién. Entonces, al ser fosforilada FGF23 es

principalmente proteolizada y transformada a fragmentos N-terminaly C-terminal [39].
1.4.2 Inhibiciéon a FGF23 intacto

Se ha descrito que esta cola C-terminal posee una accién inhibitoria sobre la
actividad de iFGF23. La porcién C-terminal de 72 aminoacidos de FGF23 abarca la
secuencia de unién a su cofactor, Klotho y en ensayos in vitro se ha demostrado que

posee la capacidad de unirse al complejo formado por Klotho y el receptor FGFR1c.

Esto porque al unirse a Klotho, una proteina transmembrana, impide la unién de
iFGF23, confiriéndole una accién inhibitoria sobre la formacién del complejo FGFR1-
Klotho-iFGF23. Producto de un impedimento estérico provocado por la unién a Klotho y

la incapacidad de activar al receptor [25].

En modelos genéticos de diabetes tipo 2 en ratones, los cuales presentan los
pardmetros caracteristicos de nefropatia diabética con una elevada concentracion de
iFGF23, se ha demostrado que al administrar una dosis constante de C-terminal

durante 12 semanas se observa la disminucién en la fibrosis renal y mejoras en la
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creatinina, BUN y albumina [40]. Por otro lado, en ratones HYP, los cuales son un
modelo de una hipofosfatemia ligada a X, en donde se observa un aumento en la
actividad de iFGF23 [41], al ser estimuladas con C-terminal se produce una baja en la

excrecion renal de fosfato [25].

Ademas, en ratas Sprague-Dawley, la administracion de este péptido lleva a la
retencion de fosfato renal produciendo hiperfosfatemia [25]. Todos estos resultados
dan cuenta de una accion antagonista a la actividad fosfaturica de FGF23 por parte de

C-terminal tanto en ensayos in vitro como in vivo.
1.4.3 Péptido en plasma reconocido por ELISA (QUIDEL®)

El ensayo mas utilizado para medir la concentracion de FGF23 en plasma humano
ha sido el ensayo ELISA. Este consta de dos ensayos, un ensayo con anticuerpos que
reconocen la porcidn N-terminal y C-terminal de la proteina, los epitopos para este
ensayo se encuentran localizados entre los aminoacidos 25-179 y 180-225 [42]; el otro
ensayo reconoce solo la porcidon C-terminal, sus epitopos se ubican entre los residuos
186-206 y 225-244 [42]. La diferencia en las concentraciones de iFGF23 y cFGF23
observada en diversos estudios indican la presencia en el plasma de la proteina intacta

y de su porciéon C-terminal [43,44].

En 2012 se presenta la idea de que este fragmento C-terminal se encuentra
circulando en la sangre, tanto de pacientes con enfermedades crdnicas de rindn como
en individuos sanos. Un estudio explica que la diferencia en la medicion de la
concentracion de iFGF23 y cFGF23 obtenida en un ensayo de ELISA QUIDEL®, se debe a
la presencia de una cadena de alrededor de 14 kDa en el torrente sanguineo que es
reconocida unicamente por el anticuerpo C-terminal de FGF23. Estos resultados son
obtenidos por medio de un ensayo de inmunoprecipitacién sobre plasma vy

posteriormente un Western Blot contra iFGF23 y C-terminal [45].

En la literatura no se encuentran estudios enfocados en describir la estructura de
este péptido C-terminal. Sin embargo, en ensayos accesorios de distintas
investigaciones, por medio de técnicas de inmunoprecipitacién y posterior Western Blot
se han observado bandas entre los 12-17 kDa [16,25,26,39,42,46]. Este péptido
reconocido tiene un peso molecular que lo distancia del péptido de 72 aminodacidos

descrito en la literatura como la porcién C-terminal de FGF23.
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Esta memoria tiene como objetivo reconocer, por medio de la utilizacion de una
técnica de Western Blot directa al plasma, a la molécula C-terminal que se encuentra
circulando, misma molécula que es reconocida por los ensayos de ELISA QUIDEL® C-
terminal. Para este trabajo, se utilizaron los mismos anticuerpos QUIDEL® utilizados en
los ensayos de ELISA de FGF23 y la muestra utilizada fue tratada al minimo, bajo los
estandares de manejo de muestra humanas. De esta forma se espera reconocer
directamente al fragmento C-terminal presente en el plasma, sin problemas de
descomposicion de la muestra. Este ensayo nos permite obtener una aproximacion del

peso molecular del fragmento de estudio, entregando detalles de su estructura.
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2. Hipotesis y Objetivos

En base a los antecedentes presentados, se propone la siguiente hipotesis de

trabajo:

2.1 Hipotesis

Es posible detectar directamente la proteina FGF23 y su fragmento C-terminal en
muestras de plasma humano mediante la utilizacién de anticuerpos especificos en

pacientes con enfermedad renal crénica.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general

Detectar la proteina FGF23 y su fragmento C-terminal en plasma humano,
determinar la eficacia de su deteccidon por medio de anticuerpos especificos, dirigidos al
reconocimiento de la fraccion C-terminal de FGF23 para profundizar en su caracterizaciony

avanzar en su eventual uso como herramienta de diagnostico en insuficiencia renal.
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2.2.2 Objetivos especificos

1. Detectar la proteina FGF23 intacta en muestras de plasma humano sin procesar por

medio de un ensayo de inmunodeteccién.

2. Evaluar si el fragmento C-terminal de FGF23 es reconocido en muestras de plasma
por medio de un ensayo de inmunodeteccidén con anticuerpos especificos para la

porciéon C-terminal de la proteina.
3. Caracterizar el péptido C-terminal determinando su peso moleculary el sitio de corte

en la secuencia aminoacidica del fragmento C-terminal de FGF23 circulante en

plasma sanguineo (Objetivo no realizado).
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3.Métodos
3.1 Pacientes y obtencion de muestra

Para el estudio se solicitd la firma de un consentimiento informado. El paciente es
libre de seguir o dejar el estudio sin perjuicio a su terapia usual. Este estudio fue aprobado

por el Comité de Etica del Hospital Clinico Universidad de Chile (HCUCh) (ver anexo 1).

Para esta memoria se incluyeron dos pacientes en etapa avanzada de enfermedad
renal crénica reclutados desde el Hospital Clinico de la Universidad de Chile. Ambos
pacientes cumplian con todos los criterios de inclusién: mayores de 18 anos,
diagnosticados con enfermedad renal cronica terminal, encontrandose en terapia de
hemodialisis 3 veces por semana en el Hospital Clinico de la Universidad de Chile o en sus
centros de hemodialisis ambulatorios. Los criterios de exclusiéon fueron la incapacidad de
otorgar el consentimiento informado, historial de trasplante de rifidn, mujer embarazada,
diagnostico de cancer activo, sangrado activo o hipertensién descontrolada. Ambos

pacientes incorporados al estudio son de sexo masculino.

Se reclutdé también un voluntario sano como control, mayor de 18 afnos, de sexo
masculino, con ausencia de historial de hipertension, diabetes o alguna deficiencia renal.
Sus parametros de funcion renal son normales, con una tasa de filtracién glomerular mayor
a 90mL/min/1,73m? y un indice de creatinina inferior a los 30 mg/mg. Los criterios de
exclusion para los controles sanos fueron la incapacidad de entregar el consentimiento
informado, mujer embarazada, diagndstico de cancer activo, diagndstico de alguna

enfermedad hematoldgica o anemia de otra etiologia.

Las muestras de sangre fueron extraidas en tubos lilas, con EDTA, compuesto que
detiene la cascada de coagulacién y permite una mantencién intacta del plasma. Las
muestras se enviaron al Laboratorio Central del HCUCh, para los analisis hematolégicos, y
al Centro de Investigacion Clinica Avanzada (CICA), para los andlisis bioquimicos y de la
hormona. Las muestras fueron centrifugadas a 1000 G durante 5 minutos, se obtuvo el
plasma y se conservé en tubos Eppendorf de 0,6 mL a -80°C, marcados con los estandares
de manejo de muestras sanguineas y manteniendo la confidencialidad del paciente, para su

posterior analisis.
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3.2 Preparacion de las muestras para la separacion

electroforética

Las muestras de plasma fueron diluidas en un factor 1:20 en PBS. La estandarizacion
de la cantidad de proteinas cargadas en cada bolsillo se realizé por medio del volumen de
muestra cargado, en este caso el volumen utilizado fue de 15 pL de la dilucidén en cada carril

del gel.

Ademas, para confirmar el reconocimiento correcto de nuestros anticuerpos a la
proteina de interés, se utiliza una muestra de FGF23 recombinante, a una concentracién de

3 ng diluidos en 15 pL.
3.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las muestras de 15 pL se cargaron en los bolsillos del gel concentrador (acrilamida
al 2%). Se inici6 la separacioén electroforética a 70 mV durante 20 min aproximadamente.
Cuando el frente de corrida atravesd al gel separador (acrilamida al 15%) la corriente se
elevd a 110 mV hasta que el frente de corrida llegé al final del gel en un tiempo promedio de
115 min. La solucién de corrida de la electroforesis utilizada contenia 10% Tris-glicina 10X,

1% SDS 10% y 89% H-O.
3.4 Western Blot

Una vez finalizada la electroforesis se procedié a una electro-transferencia de las
proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa de tamafio de poro 0,2 pm. Esta
transferencia se realizé durante 80 min a 350 mA a 4°C. La solucidn de transferencia consto
de 10% Tris-glicina 10X, 20% metanol al 70% y 70% H,0. Para finalizar el procedimiento se
confirmo la adecuada transferencia de proteinas por medio de una tincién de rojo Ponceau
de la membrana. Posteriormente, se bloquearon las membranas con leche libre de grasas

disuelta en PBS al 5% p/v durante 1 hora temperatura ambiente y agitacién suave.

Tras finalizar el bloqueo, las membranas se incubaron con anticuerpos primarios
diluidos a una concentracidon 1:1000 en solucién de bloqueo durante 15 horas a 4°C en
agitacion lenta (Tabla 1). Para la incubacién con el anticuerpo secundario conjugado a
peroxidasa (HRP), se realizé una dilucion 1:3000 en leche libre de grasas al 5% p/v durante 1

hora. Finalmente se utilizé el sistema comercial de revelado Thermo Scientific™ Pierce™
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Western Blot Signal Enhancer kit (#11836804) de Thermo Scientific (Rockford, IL, EEUU) y el
equipo C-DiGit Blot Scanner (LI-COR).

Tabla 1: Anticuerpos utilizados, proteina recombinante y

estandar de peso molecular

Anticuerpo Antigeno Fabricante

Cabra Anti-FGF23 C- | FGF23 C-terminal (186-206) | QUIDEL® #20-6110
terminal (186-206)

Cabra Anti-FGF23 C- | FGF23 C-terminal (225-244) | QUIDEL® #20-6120
terminal (225-244)

Ratén monoclonal anti- | FGF23 N-terminal QUIDEL® #20-6610
FGF23 N-terminal

Ratoén anti-cabra IgG Cabra Abcam # ab157532
Conejo anti-ratéon IgG Raton Abcam # ab6728
FGF23 humano Abcam # ab283482

recombinante

Estandar de peso molecular Thermo Scientific™

# 26620
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4.Resultados

4.1 Reconocer FGF23 intacto en muestras de plasma

humano por medio de un ensayo de inmunodeteccion

4.1.1 Estandarizacion de la técnica

En trabajos anteriores [25,26,39] la deteccidon de FGF23 en plasma se realizé por
medio de una inmunoprecipitacién y posterior inmunodeteccion. Para esta memoria se
realiza un ensayo de Western blot directamente para alterar al minimo la estabilidad de la

muestra.

Los anticuerpos utilizados en esta memoria derivan de los anticuerpos del sistema
comercial ELISA de QUIDEL®. Este sistema comercial es ampliamente aplicado a muestras

de plasma sanguineo para realizar la cuantificacion de la proteina FGF23 intacta.

La cuantificacién de FGF23 es una medicidon muy utilizada para evaluar los niveles de
este factor en el contexto de la enfermedad renal crénica, tanto en estudios basicos como
clinicos. Gracias a estas investigaciones sabemos que FGF23 es una proteina circulante en
el plasma. Ademas, las diferencias en concentraciones que se observan con los distintos
ELISA para medir FGF23 intacta y el fragmento FGF23 C-terminal indican que no solo circula
la proteina intacta, sino que en el plasma también se encuentra en forma independiente

como péptido su porciéon C-terminal.

Los valores de cada uno ademas son independientes entre si y difieren dependiendo
segun las distintas patologias que presentan los pacientes. Los anticuerpos de este ELISA se
encuentran unidos a biotina y/o a HRP, ambas modificaciones que se requieren para la
realizacion de un ensayo de ELISA. Sin embargo, en otras técnicas no es necesario la unién a

estas moléculas, por lo que fueron modificados.

Para ser utilizados en otras técnicas de inmunodeteccién, se les retird estas
moléculas adicionales y mantienen el reconocimiento de los mismos epitopos. En este
ensayo se utilizaron los anticuerpos modificados para una técnica de Western Blot, en

donde se busca el reconocimiento de la proteina y la estimacién de su peso molecular.
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Para este trabajo se utilizaron muestras de sangre humana, a las cuales solo se les
realizo una separacion de fases, para extraer el plasma, mantencién de las muestras a -80°C

y posterior dilucion de las muestras en PBS. Conservando la estabilidad de la muestra.

FGF23 intacto posee un peso molecular alrededor de 25 - 28 kDa y el fragmento C-
terminal de FGF23 fluctua entre los 12 - 15 kDa. Al tratar con moléculas de tan bajo peso
molecular, es necesario obtener una transferencia a la membrana integra y eficaz. Con este

propdésito se realizaron modificaciones en dos parametros:

A) Se comienza el experimento con una transferencia de 70 min a 350 mA, como se
observa en la figura 7a y se decide modificar el tiempo de transferencia a 90 min (Figura

7b) para realizar transferencia mas exhaustiva de las proteinas.

B) En segundo lugar, para lograr una mayor definicion en las bandas transferidas, se realizo
un cambio en la estructura del sandwich: se aumenta la cantidad de filtros de esponja,
con lo que se aumenta la presion entre el gel y la membrana, permitiendo una mayor

eficiencia en la transferencia, aumentando su definicién (Figura 8).
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Figura 7: Patréon de electroforesis plasma humano de membranas obtenidas con
diferentes tiempos de transferencia. En la figura se muestran las proteinas transferidas a la
membrana gracias a la tincién con rojo ponceau. Se observa también el patrén de peso molecular
utilizado en cada ensayo. Se observa una gran concentracién de proteinas de un peso alrededor de
los 50kDa, este patron es caracteristico de muestras de plasma en donde la proteina de 50kDa
observada es la albumina. En la figura se comparan las membranas obtenidas a distintos tiempos de
transferencia (A) membrana obtenida con una transferencia de 70 min a 350 mA (B) membrana

obtenida mediante una transferencia de 90 min a 350 mA
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Figura 8: Patron de electroforesis plasma humano de membranas obtenidas con
diferente estructura de “sandwich” de transferencia. En la figura se muestran las proteinas
transferidas a la membrana gracias a la tincién con rojo ponceau. Se observa también el patrén de
peso molecular utilizado en cada ensayo. Se comparan las membranas obtenidas en la transferencia
durante 90 min a 350 mA. En la figura (A) con un solo filtro por lado en el “sandwich”. (B)

Transferencia durante 90 min a 350 mA con dos filtros por lado en el “sandwich”
4.1.2 Anticuerpos y reconocimiento de FGF23 intacto

En este trabajo se utilizan 3 anticuerpos distintos, quienes reconocen distintas
porciones de FGF23. Como se observa en la figura 9, los anticuerpos van dirigidos a
distintos epitetos de FGF23 intacta, con lo cual se espera que la molécula reconocida es

nuestra molécula de interés. Los anticuerpos utilizados se especifican en la Tabla 1.

M- terminal C-terminal C-terminal
186-206 125-244
N-1 25 a0 l 160 180 l 205 l 251-C

Sitio de

Péptido

union a

Senal
Klotho

Figura 9: Esquema del sitio de reconocimiento de los anticuerpos en FGF23. En la figura

se muestran los epitetos reconocidos por los distintos anticuerpos utilizados en esta memoria. FGF23

N-terminal, FGF23 C-terminal 186-206, FGF23 C-terminal 225-244. Imagen propia.
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Para determinar la efectividad de la deteccién de FGF23 intacto, en primer lugar, se
empled un anticuerpo que reconoce la porcion N-terminal de FGF23 (figura 10). Se observa
una banda de alrededor de 25 kDa, la cual consistentemente es reconocida tanto por los
anticuerpos N-terminal como por los anticuerpos que reconocen la porcidon C-terminal.
Ademas, como se observa en la figura 10, las bandas varian en intensidad. Esto se
interpreta como una diferencia en sus cantidades relativas, las cuales difieren en
concordancia con las muestras de plasma cargadas y las cantidades se correlacionan con
el dafio renal presentado en los pacientes. Esto sugiere que la molécula que se reconoce en

los 25 kDa corresponde a FGF23 intacto.
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Figura 10: Reconocimiento de FGF23 en plasma por medio del anticuerpo primario
FGF23 N-terminal monoclonal. Se observa una banda de 25 kDa, la cual es reconocida en todas
las muestras. La proteina reconocida coincide con las caracteristicas de peso molecular esperado.
Se observa una variaciéon en la intensidad de las bandas, lo que nos indica diferencias en la
concentracién de proteinas reconocidas por el anticuerpo, estas variaciones coinciden con el
deterioro renal de los distintos pacientes, lo que nos confirma que la proteina reconocida es FGF23.
PS: paciente sano; ERC1: paciente 1 en ERC didlisis dependiente; ERC2: paciente 2 en ERC dialisis

dependiente.
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4.2 Reconocimiento de FGF23 C-terminal en muestras de
plasma por medio un ensayo de inmunodeteccion de
anticuerpos especificos para la porcion C-terminal de la

proteina.

Para determinar la presencia de fragmentos C-terminales de FGF23, se realiza una
electroforesis y una transferencia lenta, controlada y exhaustiva. Lo que nos permite una
buena separacién y la deteccién de proteinas de bajo peso molecular. En la figura 9 se
muestran los epitopos que serdn reconocidos por los anticuerpos empleados para la
deteccién de FGF23 C-terminal, un anticuerpo reconoce el segmento entre los aminoacidos
186 y 206 de la cadena y, el otro, reconoce entre en el segmento 225-244. Para
complementar el resultado se utiliz6 un recombinante de FGF23 para asegurarnos que el

motivo reconocido por los anticuerpos era el mismo que un estandar de FGF23.

En el ensayo, Se identifican bandas alrededor de los 19 kDa que son reconocidas por
ambos anticuerpos y demuestran la presencia de un fragmento C-terminal circulante en el
plasma en conjunto FGF23 intacto. Este fragmento posee el segmento de unién a Klotho,
reconocido por el anticuerpo C-terminal 186-206 (figura 11) y la cola C-terminal que es
reconocida por el anticuerpo 225-244 (figura 12), el fragmento reconocido, posee un peso

molecular aproximado de 19kDa.

Segun el peso predicho por la cadena aminoacidica de la molécula, este fragmento
C-terminal contiene gran parte de la zona de homologia a FGF, pero no completa. Esta
banda de 19kDa corresponde al fragmento detectado por los ensayos de ELISA QUIDEL®

FGF23 C-terminal, cuyos resultados se utilizan ampliamente en la literatura de FGF23.

Con este resultado se infiere que el fragmento de C-terminal de 19kDa, posee la cola
C-terminal, la secuencia de unién a Klotho, ademas de unos 80 aminoacidos los cuales son
parte de la zona de homologia FGF. Esta estructura es un estimado, se esperaba completar
este trabajo con una espectrometria de masas, para obtener con exactitud tanto la longitud
de la cadena, como el sitio de corte del fragmento C-terminal, sin embargo, esos ensayos no

se han podido concretar hasta el momento de la entrega de esta memoria.
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Figura 11: Reconocimiento de FGF23 y cFGF23 en plasma por medio del anticuerpo
primario FGF23 C-terminal 186-206. Se observa una banda en los 25kDa, también tenemos la
deteccidon de una banda en el recombinante, por lo que estas bandas corresponden a FGF23 intacto.
Ademads, se observa claramente una banda maés débil alrededor de los 19kDa, esta banda
corresponde a la porcion C-terminal de FGF23. R: recombinante (control) FGF23; PS: paciente sano;

ERC1: paciente 1 en ERC dialisis dependiente; ERC2: paciente 2 en ERC dialisis dependiente.
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Figura 12. Reconocimiento de FGF23 y cFGF23 en plasma por medio del anticuerpo
primario FGF23 C-terminal 225-244. Se observa una banda a los 25kDa que corresponde a
FGF23 intacto. La banda mas débil alrededor de los 19kDa corresponde a la porcidon C-terminal de
FGF23. R: FGF23 recombinante (control); PS: paciente sano; ERC1: paciente 1 con ERC dialisis
dependiente; ERC2: paciente 2 con ERC dialisis dependiente.

4.3 Determinacion del peso molecular y estimacion del sitio
de corte en la secuencia aminoacidica del fragmento C-

terminal de FGF23 circulante en plasma sanguineo.

La realizaciéon de este proyecto se vio dificultada por motivos sanitarios, por la aparicion
del virus SARS-COV-2, por lo que el ultimo objetivo de esta memoria no se alcanzé a
concretar. Sin embargo, se espera que la determinaciéon del peso molecular de FGF23 C-
terminal se realice por medio de una espectrometria de masas. Al dilucidar la estructura por
medio de esta técnica, se puede comparar con la secuencia ya descrita de FGF23 intacto,
esto nos entregara informacion sobre el sitio de corte. Con esto, determinar el peso
molecular exacto del fragmento, ademas de realizar ensayos de funcionalidad y determinar

si posee alguna actividad biolégica o no.
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5.Discusion

FGF23 es una de las principales proteinas reguladoras de la homeostasis mineral de
nuestro organismo que se encuentra circulando en el plasma actuando principalmente
como una fosfatonina a nivel renal. Esta proteina posee una secuencia altamente
conservada ""*RHTRSAE'®? |a cual es reconocida como sitio de corte de proteasas del tipo
SPC (furinas). Esta secuencia fue encontrada por medio de secuenciacion y modelos in

silico [39], y se demostrd que la furina es capaz de realizar el corte en R'7°/S'8°[26,39].

Los fragmentos caracterizados como este FGF23 C-terminal de 72 aminoacidos
producto del corte con esta proteasa, tienen un peso molecular entre 12 kDa y 15 kDa
[25,26,39,42]. Si el fragmento C-terminal posee 72 aminoacidos y cada aminoacido tiene un
valor de 110 kDa en promedio, el peso molecular de esta cola C-terminal deberia estar
alrededor de los 9 o 10 kDa. Como en ensayos de distintos grupos las condiciones de
sintesis de FGF23 se hacen en condiciones totalmente controladas y se realiza la deteccion
por medio de ensayos de inmunoprecipitacion [25,26,39], este segmento de
aproximadamente 15 kDa solo posee su secuencia aminoacidica sin modificaciones
postraduccionales y, por tanto, estos resultados son insuficientes para concluir que la

secuencia de FGF23 C-terminal posee solo 72 aminoécidos.

En estos estudios anteriores, el fragmento C-terminal de FGF23 y su caracterizacion
se encuentran en un segundo plano, ninguno de los autores ha indagado mas alla en esta
discordancia en pesos moleculares, por lo que como equipo de investigacion decidimos

atender esta pregunta.
5.1 Estandarizacion de Western Blot

El western blot o inmunoblot, es una técnica de inmunodeteccidon vy
semicuantificacion de proteinas especificas en homogenizados celulares complejos,
descrito por primera vez en 1979 por Towbin et al [49], es un proceso que involucra la
transferencia de proteinas desde un gel a una membrana (blotting), para luego, por medio de
la utilizacién de anticuerpos especificos unidos a distintos mecanismos de revelado, se

realiza la deteccion de la proteina de interés.
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La primera parte del ensayo implica la realizacidon de una electroforesis, en donde las
proteinas del homogeneizado son separadas de acuerdo a su peso molecular, por medio de
la aplicacion de un campo eléctrico en gel, lo que nos entrega un peso molecular estimado
de las proteinas detectadas. Para esta memoria, se prepararon geles SDS-PAGE con una
concentracion al 15% de acrilamida. La alta concentracion de poliacrilamida permite una
adecuada separacion de proteinas de bajo peso molecular, como nuestras proteinas de

interés, FGF23 (25kDa) y FGF23 C-terminal (19 kDa).

La segunda parte del ensayo, el blotting, consta de la transferencia de las proteinas
desde el gel a una membrana. En este caso se utilizaron membranas de nitrocelulosa con un
tamano de poro 0.2 mm. Esta membrana puede sustentar a las proteinas y les otorga una
mayor estabilidad que el gel y nos facilita la unién de los anticuerpos a la proteina para
seguir con los experimentos [49]. El tamafio de poro tiene relacién con el tamano de
proteinas que queremos transferir, en este caso, es el minimo, lo que nos permite la captura

de proteinas o péptidos muy pequefos.
5.1.1 Normalizacion por volumen

La normalizacién por concentraciéon de proteinas se obtiene por medio de la
deteccidn de proteinas que poseen un patrén de expresion constante en la célula o tejido a
utilizar, denominadas “housekeeping”, como la tubulina o actina. Sin embargo, en plasma

humano no se encuentran proteinas con estas caracteristicas de expresion.

Por otro lado, en pacientes en ERC las proteinas plasmaticas cambian frecuente e
independientemente de la concentracion de FGF23. La albumina, la proteina mas
abundante del plasma, posee una concentracion que varia entre los 3.4 a 5.4 g/dL (de 34 a
54 g/L) en individuos sanos [1]. Esta variacidon se ve aumentada en pacientes en ERC, siendo
la albumina la proteina con mayores cambios en su concentracién. Estas variaciones no
solo difieren entre individuos sanos y enfermos, sino que también en el mismo individuo en

el tiempo de progreso de la enfermedad.

Ademas, FGF23 posee una concentracién muy baja comparada con la concentracion
de albumina del plasma, una normalizacién por concentracidn de proteina nos entrega
datos erroneos sobre la concentraciéon de FGF23 en plasma humano, dado que los
volumenes de carga del gel cambiarian en forma dependiente de las concentraciones de

albiumina encontradas en cada sujeto en el estudio y no en funcién de la concentracién de
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FGF23 en la muestra. Por lo tanto, en esta memoria, la normalizacién se realizé por volumen

de plasma homogeneizado cargado en cada bolsillo del gel.
5.1.2 Tiempos de transferencia

Se realizo la transferencia a distintos tiempos para lograr una estandarizacion, obtener
una mejor resolucion y disminuir el ruido del revelado. En primera instancia, se utilizé un
tiempo de transferencia de 70 min a 350 mA, lo cual nos entregé bandas difusas, como se
observa en la Figura 7A. Para solucionar este problema se decidié6 aumentar el tiempo de
transferencia a 90 min, manteniendo el amperaje. En estas condiciones se obtuvo una
transferencia de proteinas de bajo peso molecular mucho mas eficiente y de bandas de
mayor nitidez (figura 7B). Sin embargo, para lograr una mayor resolucién en la técnica, se
decidio aumentar la presion en la cdmara de transferencia ocupando un segundo filtro para
la transferencia, con lo que se logré una membrana clara y definida como se observa en la
figura 8B. Esta definicion en la transferencia es necesaria, debido a que las moléculas
estudiadas poseen un bajo peso molecular y una exigua concentraciéon en el plasma, por

tanto, se requiere una optimizacién de la técnica para lograr los resultados esperados.

La tincion con rojo Ponceau revela un patrén caracteristico de proteinas del plasma. Con
esto, se confirma la estabilidad de las proteinas en la muestra utilizada. Esta confirmacién
es necesaria para proseguir con los experimentos, ya que la degradacién de proteinas podria
generar falsos positivos por la protedlisis y consecuente reconocimiento de estos
fragmentos proteicos por parte de los anticuerpos utilizados, provocando falsos positivos

que nos lleven a conclusiones erréneas.
5.2 Caracterizacion FGF23 C-terminal

En este trabajo, nuestros ensayos detectan una proteina de 19 kDa la cual es reconocida
por los anticuerpos C-terminal 186-206 y 225-244. Esta proteina posee regiones de interés,
como el sitio de unién a Klotho, la cola C-terminal, ademaés de una parte de la region N-

terminal de FGF23 intacto, que incluye parte de la regidon de homologia FGF.

Proponemos que el fragmento FGF23 C-terminal circulante en el plasma humano tiene
un peso de 19kDa vy el sitio de corte involucrado es uno distinto al ""*RHTR'9/S'8°AE"#2
anteriormente descrito. Nuestros resultados indican que tanto en pacientes sanos como en

pacientes con enfermedad renal crénica se observa la presencia de este fragmento C-
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terminal de 19 kDa. Por tanto, se infiere que la molécula detectada sufre los mismos
procesos postraduccionales en individuos sanos como en pacientes con enfermedad renal
crénica. Entonces FGF23c es un componente estandar del plasma, y podria ser un

participante activo en este sistema, inhibiendo la accién de iFGF23.

El trabajo realizado en esta memoria es la primera parte de una investigacion sobre la
funcion biolégica que este fragmento C-terminal de FGF23 posee. En estos momentos, en
nuestro grupo de laboratorio se esta realizando un proyecto FONDEF que busca un
biomarcador combinado para el diagndstico de insuficiencia renal aguda (IRA), otra de las
enfermedades en donde se observa un pronunciado aumento tanto de FGF23 intacto como
FGF23 C-terminal. Este biomarcador combinado corresponde a la estandarizacién de
parametros que sufren variaciones en IRA, como lo son la alza en la concentracion de FGF23

y la baja en la concentracién de Klotho y eritropoyetina.

En la literatura se describe que cuando estamos frente a un dafo renal se observa un
aumento en la concentracion de cFGF23, al igual que iIFGF23. Ademas, este aumento se
produce con anterioridad a la variaciéon de pardmetros ya descritos como marcadores de
enfermedad, como el eGFR o creatinina [1]. Por esta razén es muy importante evaluar la
funcion de este fragmento para asi determinar su participaciéon en esta triada de

diagnostico.

La informacion recabada por distintos grupos de investigacidon [2,4,5] concluye que
FGF23 es una proteina que circula en nuestro torrente sanguineo que posee diversas
funciones. Los ensayos de ELISA de otras investigaciones y nuestros resultados muestran
gque el fragmento C-terminal también se encuentra circulando en plasma. Ademas, existen
estudios de funcionalidad de la cola de 72 aminoacidos que indican que este fragmento
podria cumplir una funcién de inhibicién de FGF23 intacta. Competiendo y generando un
impedimento estérico en la unién a su cofactor, Klotho, sin generar respuesta fisioldgica

[25].

Por otro lado, el aumento de la concentracién de iFGF23 en plasma se produce en
etapas tempranas de ERC, debido a la necesaria mantencién del balance mineral en nuestro
organismo. Posteriormente esta elevacién en la concentracion de iFGF23, es mucho mayory
este solo argumento de la mantencién del balance mineral no es suficiente para explicar

esta alza. Una manera de comprenderlo es que este incremento en la concentracion de
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iFGF23 esta estrechamente relacionado con una menor eficiencia en la actividad proteica; vy,
por tanto, una inhibicién provocada por su fragmento C-terminal [25] o por la baja en la

expresion de Klotho [29] en estadios mas avanzados de la enfermedad.

Estos factores serian los responsables de los grandes aumentos de iFGF23 observados
en pacientes con enfermedad renal cronica. En donde, la concentracion de iFGF23 alcanza
niveles hasta mil veces mas altos que sus valores normales, aumento que no se ve reflejado
en la actividad de la proteina. Es muy importante describir si existe una inhibicién por parte
de este fragmento de 19kDa circulante y que tipo de inhibidor es este cFGF23, para tener
mas antecedentes que permitan explicar esta elevacién de FGF23 en enfermedad renal

cronica.
5.3 Proyecciones futuras

La molécula de 19 kDa que se describe en esta memoria, posee tanto el sitio de unién a
Klotho como una parte del dominio de homologia FGF, sitio encargado de la activacién del
receptor FGFR. Para completar la caracterizacién y confirmar la secuencia aminoacidica de
la proteina, son necesarios analisis por espectrometria de masas, ademaés de un estudio
cuantitativo de la expresion de cFGF23. Ambas aproximaciones estaban contempladas para
la realizacion de esta memoria, sin embargo, fueron objetivos que no se pudieron realizar
debido a la imposibilidad de trabajar en el laboratorio por la pandemia del virus SARS-COV-

2.

En un trabajo futuro, como grupo proponemos la necesidad de realizar ensayos en
donde se determine si este dominio cFGF23 de 19 kDa inhibe a la proteina FGF23 intacta.
También es de interés investigar la inhibicién producida por esta interaccion. Proponemos
una inhibicién de tipo competitiva, lo que explicaria el aumento exacerbado en la expresién
de FGF23 en ERC. Para demostrarlo, es necesario realizar ensayos en lineas celulares

sensibles a la accién de FGF23.

La construccion de una curva dosis-respuesta nos entregara la concentracién necesaria
de FGF23 que provoca una respuesta en el receptor. Los parametros que dan cuenta de la
actividad de FGF23 pueden ser la expresiéon de mRNA de cotransportadores de Na-Pi en

células RPTEC/TERT1 [50], linea celular de células del tubulo proximal. También es posible
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observar su accidn sobre la sintesis de PTH en células RCPTH [51], linea celular de células

de la paratiroides.

En el ensayo debemos comparar la actividad cuando estimulamos las células solo con
iFGF23 y cuando las estimulamos con iFGF23 y cFGF23 en conjunto. Es indispensable
evaluar el porcentaje de inhibicidon y observar si es posible desplazar al inhibidor (en este
caso FGF23 C-terminal) con una cantidad en exceso de la concentracién de iFGF23, lo que

permite determinar si la inhibicién es competitiva o no.

Estos ensayos nos entregarian detalles que ayudarian a comprender el aumento en la
concentracion de iFGF23 en enfermedad renal crénica. Estos resultados ayudarian a
sustentar nuestro sistema de diagndstico, exponiendo una razén al alza de iFGF23 vy, por

tanto, la transversalidad de su aumento en los pacientes con enfermedad renal crénica.
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Conclusiones

A partir del andlisis tedrico y del trabajo experimental desarrollado en esta memoria, las

conclusiones son:

1. Se logré el reconocimiento directo de FGF23 intacto en muestras de plasma humano.

2. Elfragmento C-terminal de FGF23 fue reconocido por los anticuerpos especificos para la
porcion C-terminal de FGF23 en muestras de plasma humano.

3. Se observé que el fragmento C-terminal reconocido por los anticuerpos utilizados es de
aproximadamente 19 kDa y se estima que el sitio en donde se produce el corte

proteolitico se encuentra dentro del dominio FGF de FGF23.
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