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1. INTRODUCCION






1.1 HOMEOSTASIS DEL FOSFORO

El fésforo (P) es el elemento quimico que, junto con cuatro atomos de
oxigeno, en forma tetraédrica forma los complejos fosfato (PO4%) (1). El fosfato
es el anion mas abundante en el cuerpo humano, y supone 1% del total del peso
corporal. Hasta un 85% se encuentra en los huesos y los dientes en forma de
hidroxiapatita calcica y, un 14% en el espacio intracelular, formando parte del
ATP, membranas fosfolipidicas y acidos nucleicos. Solo el 1% del P corporal total
se encuentra en el liquido extracelular. EI 30% del P extracelular se encuentra
en forma inorganica (Pi) unido a proteinas, formando complejos junto a otros
cationes o en forma libre como fosfato de hidrogeno (HPO4?") o de dihidrégeno

(H2PO47) (2).

La concentracion de fosfato sérico varia con la edad, los niveles son
mayores en el periodo neonatal (5,8—7,4 mg/d), pero disminuyen rapidamente en
los primeros meses de vida y posteriormente de manera mas lenta hasta
alcanzar los niveles de la infancia (4,5-5,6 mg/d). Las concentraciones se
mantienen después relativamente constantes hasta la adolescencia, cuando los

valores caen hasta llegar a los propios del adulto (2,5-4,5 mg/dL) (2,3).

El balance del P esta determinado principalmente por procesos que
regulan la eficiencia de la absorcion intestinal y la reabsorcién renal, con la
implicacion de la paratohormona (PTH), la 1a-hidroxilasa, la 1,25-
dihidroxivitamina D (1,25(OH)2D), las fosfatoninas (FGF23, MEPE, FGF7) y la
proteina 4 secretada relacionada con el frizzled (sFRP-4). También interfieren en
la absorcion de P el factor de crecimiento epidérmico (EGF), los glucocorticoides,

los estrogenos o los estados de acidosis metabdlica (2, 4-6).



El fosfato esta presente en numerosos alimentos naturales de la dieta
occidental, la cual aporta aproximadamente entre 1000 y 1600 mg/dia (20
mg/kg/dia) de fésforo. ElI 80% se absorbe en el intestino proximal, en el yeyuno
principalmente, por dos mecanismos. En condiciones de ingesta normal o alta
de fosfato, el gradiente luminal de fosfato favorece la via paracelular, a través de
un proceso de difusién no saturable que predomina sobre la transcelular
(7,8,9,10). Sin embargo, en condiciones de restriccion de P en la dieta,
predomina la via transcelular, gracias a la existencia en la membrana luminal de
los enterocitos de unos cotransportadores de fosfato dependientes de sodio tipo
Il (NaPillb) codificados por el gen SCLC34A2. En situaciones de disminucion de
ingesta de P, la expresion de los cotransportadores NaPillb se ve aumentada, lo
que proporciona un mecanismo protector frente al hueso (10,11). La regulacién
de P a nivel de este cotransportador esta estimulada por la 1,25(0OH)2D y limitada

por cationes como el calcio, magnesio o aluminio (2).

Los cotransportadores NaPillb representan el 90% del transporte
transcelular del P. Recientemente se ha descrito la presencia de proteinas
SLC20 en la membrana del borde en cepillo de los enterocitos, que actuan como
cotransportadores dependientes de sodio (NaPilll: Pit-1 y Pit-2) por un

mecanismo fisiolégico poco conocido (10,12).



Figura 1. Adaptacién de los mecanismos de absorcion de fosfato a nivel

intestinal en respuesta a la concentracion de P (10).
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La excrecion de P depende de la filtracion glomerular y de la mayor o
menor reabsorcion tubular. EI 80% de la reabsorcion del Pi se produce a nivel
del tubulo proximal, gracias a dos cotransportadores fosfato-sodio dependiente,
el NaPilla y el NaPillc, cuya expresion viene codificada por los genes SLC34A1
y SLC34A3, respectivamente. Se ha demostrado que NaPilla se localiza en todo
el tubulo proximal (2). En concreto, NaPilla y NaPillc se localizan en la
membrana luminal de la célula. Los pasos limitantes de la reabsorcion de P son
la funcionalidad de estos cotransportadores sodio-fosfato dependientes y el
gradiente de Na (mantenido a través de la membrana luminal por la bomba
intercambiadora de Na dependiente de ATP situada en la membrana
basolateral). EI manejo renal del fosfato esta regulado por una variedad de
factores hormonales y no hormonales a lo largo del tubulo contorneado proximal
del riidn: PTH, calcio, 1,25(0OH)2D, bicarbonato, reabsorcion de sodio,

hipercapnia, hipocapnia, dopamina o serotonina. Los principales reguladores de



la expresion de NaPilla y NaPillc son la PTH, el FGF23 y el fosfato de la dieta
(13,14). La expresion de NaPilla en la membrana apical se reduce en respuesta
al estimulo de la PTH en cuestion de minutos y, en respuesta al fosfato de la
dieta al cabo de 2 horas, gracias a mecanismos moleculares de endocitosis y
exocitosis (2). También se han descrito la presencia de otros transportadores de
fosfato tipo Il (NaPilll: proteina PiT2, de la familia SLC20) capaces de mantener
algo de reabsorcion de fosfato. Se han localizado en la membrana luminal de la
célula tubular proximal y estan regulados por la cantidad de fosfato de la dieta 'y
del pH, aunque estas adaptaciones se producen de una forma mas lenta que en

los transportadores tipo Il (2).

Figura 2. Cotransportadores NaPilla y NaPillc en tubulo proximal.

NPT2c
2Na* HPO,

NPT2a
3Na* HPO,>

P W
|

TS

CAMP, PLC  —--ememmr T
1‘~h___ NHERF1
O

FGFR
FGF23

M
PTH KLOTHO

Los cambios en la absorcion intestinal de fosfato pueden afectar al manejo
renal del fosfato, indirectamente a través de alteraciones en la concentracion
sérica de fosfato, o también a través de la posible produccién de péptidos

circulantes derivados del intestino, o por FGF23 u otras fosfatoninas (15). El



fosfato tiene una baja afinidad por el NaPillb, de hecho, se ha visto que humanos
portadores de una mutacién inactivadora de NaPillb no desarrollan
hipofosfatemia. Esto es debido a que la inactivacién de NaPillb produce un
aumento de la expresion de NAPIlla en el tubulo renal proximal, con el aumento
de la absorcion de Pi y el mantenimiento en rango de normalidad de los niveles

de P sérico (2).

1.2 REGULACION ENDOCRINA DE LA HOMEOSTASIS DEL FOSFORO

Los niveles de fosfato sérico estan regulados por bucles de
retroalimentacion negativa (16, 17). Las interacciones entre FGF23, calcitriol y
PTH son bastante complejas. EI FGF23 suprime la produccién de calcitriol y
PTH; el calcitriol estimula el FGF23 y suprime la PTH vy, por ultimo, la PTH
estimula produccién de calcitriol. No esta del todo claro si la PTH estimula
directamente la produccion de FGF23 o si, lo que parece mas probable, lo hace

indirectamente por el aumento de la produccion de calcitriol.

La 1,25(0H)2D o calcitriol es hiperfosfatémica. La PTH y el FGF23 son
hipofosfatémicas, parece que el efecto de la PTH es inmediato, mientras que el
del FGF23 requiere mas tiempo, probablemente varias horas. Ademas, el fosfato

sérico puede regular la produccién de PTH, 1,25(0OH)2D y FGF23.



Figura 3. Fisiologia general de la homeostasis del fosfato con la implicacion de
FGF-23, calcitriol y PTH (2).
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1.2.1 Calcitriol

El calcitriol o 1-alfa,25-dihidroxicolecalciferol (1,25(0OH)2D) es la forma
biolégicamente activa de la vitamina D. La sintesis de 1,25(0OH)2D es llevada a
cabo de manera enddgena en el rindn a partir de su precursor calcifediol o 25
(OH)2D y gracias a la accion de la 1a-hidroxilasa renal. La vitamina D es soluble
en grasas y se puede sintetizar en la piel por la transformacién del colesterol o
del ergoesterol con la exposicion de la radiacion ultravioleta, o bien obtenerse en

menores cantidades a través de ciertos alimentos (leche, pescado, huevo) (18).



La 1,25(0OH)2D es regulada por el fosfato sérico, de manera que una
disminucién en la concentracion de este ultimo lleva a un aumento en la sintesis
de la hormona. A su vez, la 1,25(0OH)2D de forma directa aumenta la absorcién
intestinal de P ingerido con la dieta, mediante la regulacion de la expresion del
cotransportador NaPillb. La PTH es uno de los principales estimuladores de la
produccion de 1,25(0OH)2D: a la inversa, cuando la 1,25(0OH)2D aumenta se
suprime la secrecion de PTH, con el consiguiente aumento de la reabsorcion

tubular de P y también la inhibicion de la resorcion 6sea (2).

A nivel celular, la 1,25(0OH)2D se une al receptor de vitamina D (VDR) y
regula la expresién de VDR y de muchos genes diana. VDR es un receptor
nuclear que actua como regulador transcripcional, modulando la expresién de
mas de 900 genes. Entre ellos, genes involucrados en procesos bioldgicos
esenciales, incluyendo metabolismo del calcio y del fosfato, ciclo celular,
desarrollo de érganos e inmunidad. Por lo tanto, la deficiencia de 1,25(0OH)2D
puede estar implicada en el desarrollo del cancer, la inmunidad y las
enfermedades infecciosas, aunque la relevancia real de la vitamina D en esos
procesos es una cuestion debatida (19). La 1,25(0OH)2D induce la expresion de
FGF23 en osteoblastos y osteocitos, a través de la unién a VDR y la activacion
del receptor nuclear retinoide X, lo que conduce a un aumento de la expresion
de FGF23 en las células 6seas (2,20). Los efectos opuestos de la PTH y la
vitamina D en el rindn y el intestino, asociados a la regulacion por parte del

FGF23, equilibran los niveles de fosfato y conservan la homeostasis fosfocalcica

(2).



1.2.2 Hormona paratiroidea o paratohormona

La hormona paratiroidea o paratohormona es una cadena polipeptidica de
84 aminoacidos, con un fragmento esencial, que comprende los aminoacidos 1-
27 para su union al receptor de la PTH. La funcion principal de la PTH es regular
la homeostasis del calcio. En situaciones de hipocalcemia, se produce un
aumento de secrecion de PTH en las glandulas paratiroideas y un aumento de
la reabsorciéon de Ca a nivel renal, gracias a la presencia de unos sensores, como
el receptor sensor del calcio (CaSR) expresados en ambos oérganos (21).
Recientemente, se ha demostrado que el fosfato podria tener un efecto inhibitorio
sobre el CaSR independiente del calcio, produciéndose un aumento de la

secrecion de PTH en situaciones de hiperfosfatemia (19).

A nivel renal, la PTH aumenta la actividad de 1a-hidroxilasa en las células
del tubulo proximal, lo que conduce a un incremento del 1,25(0OH)2D, que
estimula la absorcion de P a nivel de intestino delgado. Ademas, la PTH aumenta
la absorcion de Ca en el tubulo contorneado distal (22). La PTH también produce
una diminucion de la expresion de NaPilla y NaPillc en la membrana luminal del
tubulo proximal, con una menor reabsorcion de P, por o que en condiciones de
niveles permanentemente elevados de PTH los niveles de P sérico disminuyen,
lo que contribuye a la patogenia de enfermedades como el raquitismo o la

osteomalacia (2,23).

A nivel 6seo, la liberacidon continua de PTH incrementa la liberacion de Ca
en el liquido extracelular por la activacién de los osteoclastos que favorecen la

resorcion 6sea (2).
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1.2.3 Factor de crecimiento fibroblastico 23

Las fosfatoninas (FGF23, FGF7, sFRP-4 y MEPE) son un grupo de
proteinas que intervienen en la homeostasis del fosfato. El Factor de Crecimiento
Fibroblastico 23 (FGF23) es una hormona fosfaturica predominantemente
secretada por osteocitos y, en menor medida por osteoblastos en condiciones
fisiologicas, que regula el metabolismo del fosfato y de la vitamina D al unirse al
complejo Klotho — receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR)
(16,24). También se ha visto que, en ciertas condiciones no fisiolégicas, el FGF23
puede ser secretado por cardiomiocitos y por células inmunitarias (células

dendriticas y macroéfagos) (25).

Los receptores de FGF23 estan presentes en muchos tejidos, pero la
activacion de la senalizacion se ha detectado en un numero muy restringido de
ellos: los tubulos contorneados distales, las glandulas paratiroides y el cerebro
(el epitelio del plexo coroideo) (26). Esto es debido a que es necesaria la
presencia del cofactor esencial Klotho, altamente expresado en rifidn y, en menor
medida, en glandulas paratiroides y cerebro, para incrementar la afinidad del
FGF23 por su receptor (FGFR). Se trata de un correceptor obligado del FGFR,
tal es asi que en algunos estudios en animales se han demostrado que defectos

en Klotho tienen el mismo efecto que si el animal fuera deficiente en FGF23 (27).

El FGF23 es una glicoproteina compuesta por 251 aminoacidos. De ellos,
los 24 del extremo N-terminal son un péptido sefal y 227 aminoacidos

constituyen la forma activa segregada o intacta (iIFGF23) (28).
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Figura 4. Complejo FGF23-Klotho con receptor de FGF23.
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Figura 5. Glicoproteina FGF23. Una parte de las moléculas se escinden entre
Arg179 -Ser180 en fragmentos N-terminal y C-terminal inactivos, durante el
proceso de secrecion. Dos enzimas de los osteocitos determinan el destino de
FGF23. GalNAC-T3 desempefia un papel protector e inhibe la rapida
degradacion de FGF23, mientras que FAMZ20C favorece la escision. FGF23:
fibroblast growth factor 23, IFGF23: intact FGF23, GalNAC-T3; N-
acetylgalactosaminyltransferase-3, FAM20C; Family with sequence similarity 20,
member C (25).
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La expresion de FGF23 esta regulada predominantemente por el fosfato
y el calcitriol. Otros mediadores moleculares que se han asociado con la
expresion de FGF23 incluyen FAM20C, ENPP, y DMP1, asi como la presencia
de péptidos ASARM (acidic serine aspartate-rich motif). Recientemente, se han
anadido a la lista de posibles factores reguladores de la expresion del FGF23:
reorganizacion del citoesqueleto de actina, la sefalizacion de NFkB, la
aldosterona, cambios en las concentraciones de calcio, deficiencia de hierro,
sistema de renina-angiotensina activado, Klotho y la conversion osteoblastica

local de 25(0OH)2D a calcitriol (24,25).

Los niveles plasmaticos de FGF23 siguen un ritmo circadiano, cuya
variacion diurna se debe a la alimentacion y al nivel sérico de Pi, aunque los
mecanismos no son del todo conocidos, por lo que no se puede decir con certeza
que la sintesis y la secreciéon de FGF23 en el hueso se vea afectada por el eje

hipotalamo-hipdfisis, al igual que ocurre en otros tejidos endocrinos (25, 29).

Los mecanismos exactos que regulan la secrecion de FGF23 por los
osteocitos y los efectos del FGF23 a nivel del hueso no se conocen por completo,
aunque parece que el FGF23 regula directamente la diferenciacion de los
osteoblastos. Se sabe que las proteinas requeridas para la mineralizacién
(osteocalcina, sialoproteina dsea, vitronectina y proteina de matriz de dentina 1
(DMP-1) estan en equilibrio dinamico con los péptidos inhibidores de la
mineralizacion ASARM. Algunos estudios realizados in vitro muestran que la
fosfoglucoproteina extracelular de matriz (MEPE) se encuentra secuestrada por
PHEX, que es una metaloproteinasa zinc M13 unida a membrana codificada por
el gen PHEX. MEPE libre es vulnerable a la escision por proteasas de la matriz

extracelular como la catepsina B. La escision de MEPE daria como resultado la
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liberacion de ASARM, con la alteracion sobre la expresion de FGF23 por

mecanismos poco conocidos (24,25).

A nivel renal, el FGF23 aumenta la excrecion de fosfato, mediante la
reduccion de la expresion de los cotransportadores NaPilla y NaPillc en el tubulo
proximal. Al igual que el sFRP4, el FGF23 disminuye los niveles circulantes de
1,25(0OH)2D, ya que ejerce un efecto inhibitorio sobre la 1a-hidroxilasa y
aumenta la expresion de la 24-hidroxilasa (encargada de degradar 1,25(0OH)2D
en sus metabolitos inactivos) (30,31). Por tanto, a nivel intestinal a niveles mas
altos de FGF23, disminuye la absorcion de fosfato, en relacién con la reduccién
de la produccién de 1,25(0OH)2D. Por otro lado, la restriccion de fosfato en la
dieta resultara en una disminucion de los niveles sanguineos de FGF23 por un
mecanismo desconocido, aunque se ha propuesto la implicacion de la
produccion de ROS (reactive oxygen species) inducidos por nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato (NADPH) y la via de las quinasas reguladas por
sefiales extracelulares de la proteina quinasa activada por mitogeno (MEK-ERK)

(24,25).

En la glandula paratiroides, el FGF23 reduce los niveles séricos de la PTH
al actuar sobre el complejo receptor y disminuir la expresion del gen PTH a través
de la activacion de la via MAPK (2). Ademas, entre sus otras funciones, el FGF23
protege a las células de los niveles de altos de P que producen muerte celular

(apoptosis) y dano vascular (2,25).
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1.2.4 Otras hormonas implicadas en laregulacion del P

La insulina y las hormonas tiroideas aumentan la reabsorcion del fosfato en
el tubulo proximal al estimular el cotransportador Na-Pi de la membrana del
borde en cepillo. Ademas, la insulina impide la accién fosfaturica de la PTH (2,
32). La hormona del crecimiento también estimula el co-transporte Na-Pi del
tubulo proximal, un efecto parcialmente mediado por el factor de crecimiento
similar a la insulina 1 (IGF-1) (2). A su vez, la insulina y los IGF-1 son conocidos
como reguladores negativos en la expresion y sintesis de FGF23 (25).
La calcitonina y los glucocorticoides inhiben la reabsorciéon de P a nivel de la

membrana en cepillo del tubulo proximal (2).

1.3 PAPEL DEL FOSFORO EN LA ESTRUCTURA Y EL FUNCIONAMIENTO

CELULAR

El fosfato es esencial en mantener la estructura de la célula y esta
implicado en multiples funciones celulares. El fosfato, unido a otras moléculas
mediante un enlace fosfodiéster, forma la bicapa fosfolipidica de las membranas
plasmaticas, contribuyendo a mantener la integridad, flexibilidad y fuerza de la
pared celular (33). El fosfato proporciona soporte estructural a la doble hélice de
ADN. Cada hélice de ADN esta formada por un esqueleto de una desoxirribosa
y un grupo fosfato unidos a una de las bases nitrogenadas (adenina, citosina,
guanina o timina). El fosfato tiene una funciéon doble: proporciona gran
estabilidad a los enlaces covalentes de la unién a los nucleétidos adyacentes vy,
ademas, la molécula de ATP empleada en la sintesis de ADN proviene de la

propia molécula de fosfato que forma parte del esqueleto de la hélice de ADN
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(34). Cerca del 20% del fosfato intracelular se encuentra en la mitocondria, donde
esta implicado en importantes funciones celulares, como la fosforilacién
oxidativa, critica para la formacién de ATP. Un 30% es almacenado en el reticulo
endoplasmico y esta implicado en la fosforilacién de muchas proteinas, para las
que la adicién de un grupo fosfato suele ser un sistema de activacion. El resto
del fosfato intracelular se encuentra distribuido en aparato de Golgi, lisosomas y
nucleo (35). El exceso de fosfato inorganico se ha relacionado con procesos de
envejecimiento celular. En condiciones de hiperfosfatemia, se produce un
aumento de produccion de ROS a nivel de la mitocondria y alteraciones en la
permeabilidad de la membrana interna mitocondrial, permitiendo el paso no
selectivo de solutos pequenos, con la consecuente alteracion de la funcionalidad

mitocondrial (36).

1.4 PAPEL DEL FOSFORO EN LA MINERALIZACION OSEA

La tasa de remodelacion ésea influye en la concentracion de fésforo
plasmatico; el aumento de la resorcion 6sea conduce a un aumento de P
plasmatico, mientras que un aumento en la mineralizacion disminuye los niveles
de P plasmatico (2). A la inversa, mantener el equilibrio fisiolégico del fosfato es
crucial para los osteoblastos y osteocitos en el proceso de la mineralizacién
O0sea. El fosfato inorganico es un componente esencial en la formacién de
hidroxiapatita calcica, que es el principal componente de la fase mineral de la

matriz 6sea (2, 37).
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1.4.1 Funcién del fésforo en la mineralizacién a través de vesiculas de

membrana

En el proceso de mineralizacion esquelética estan implicadas unas
vesiculas de matriz de unos 50 a 200nm, procedentes de la membrana
plasmatica de osteoblastos y condrocitos a través de un proceso de gemacion,
que sirven como depdsito inicial de los iones de calcio y P para formar cristales
de hidroxiapatita. Las sefales para la liberacion de estas vesiculas no se
conocen por completo. Las vesiculas con la hidroxiapatita se unen a las fibrillas
de colageno para mineralizar la matriz extracelular (38, 39). Las vesiculas de
matriz son ricas en fosfolipidos, especialmente en fosfatidilserina, que tiene gran
afinidad por el calcio. Las vesiculas de matriz también contienen anexinas,
bombas de Ca ATP-dependientes y calbindina D9K, encargadas de la captacion
y del transporte intracelular del Ca; ademas de anhidrasa carbonica, colageno X
y fosfatasas (39,40). Las vesiculas de la matriz tienen una alta actividad de la
fosfatasa alcalina no especifica de tejido (TNSALP), con una unidad catalitica
orientada hacia el exterior, encargada de liberar Pi mediante hidrélisis a partir de
esteres fosforicos (B-glicerofosfato), lo que facilita la mineralizaciéon. En
situaciones de hipofosfatemia, la actividad de la fosfatasa alcalina 6sea se eleva
con el fin de aportar fosfato a los osteoblastos. Una vez que se proporcionan
cantidades adecuadas de fosfato, la actividad de la enzima disminuye. Por tanto,
los niveles altos de P actuan como un inhibidor de la formacion de hidroxiapatita
(2,26,38,39). Se han descrito mutaciones inactivantes en TNSALP que estan
asociadas a hipofosfatasia y produce alteraciones en la mineralizacion 6sea (41).
El P liberado es trasportado al interior celular a través un transportador sodio-

fosfato dependiente (NaPilll), mediado por dos moléculas PiT-1 y PiT-2. El
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suministro suficiente de Pi es critico en la mineralizacion 6sea, mas que la propia
expresion de cada transportador. En estudios realizados en ratones con
mutacion en PiT-1, se ha visto que la mineralizacion esquelética era normal,
probablemente por un efecto compensador de PiT-2 (42). También se ha
identificado otra fosfatasa en el interior de las vesiculas de matriz, denominada
PHOSPHO1 y que esta implicada en la mineralizacién mediante la produccion

de P a través de la hidroxilacién de fosfocolina y fosfoetanolamina (43,44).

Figura 6. Papel del Pi en la iniciacién de la mineralizacion 6sea en las vesiculas
de matriz. TNSALP hidroliza el PPi, el ATP y la proteina transportadora de P para
liberar al Pi que entra en la vesicula a través de los cotransportadores NAPIlll,
PiT-1 y PiT-2. PHOSHO1 también produce Pi a través de la fosfocolina y la
fosfoetanolamina. TNSALP: fosfatasa alcalina no especifica de tejido. PPi:
pirofosfato inorganico. ATP: adenosina trifosfato. PC: fosfocolina. PEA:
fosfoetanolamina. HA: hidroxiapatita.
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1.4.2 Funcion del fosforo en la apoptosis de condrocitos

El P también ejerce efectos de una forma directa sobre las células
cartilaginosas. En situaciones de hiperfosfatemia, el exceso de P induce la
apoptosis de los condrocitos diferenciados terminalmente, lo cual supone un

proceso critico en la osificacion endocondral (39,45-46).
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Por el contrario, la hipofosfatemia prolongada disminuye la apoptosis de
los condrocitos hipertréficos en las placas de crecimiento, produciendo
raquitismo, y también disminuye la mineralizacion del hueso preexistente
provocando osteomalacia, si el proceso ocurre en un adulto una vez finalizado el

periodo de crecimiento (46-47).

1.4.3 Funcion del fosforo como regulador de la expresion de genes

implicados en el metabolismo 6seo

El P extracelular también regula la expresién génica, al actuar como una
molécula de senalizacién. Se han identificado varios genes sensibles a la
alteracion de P extracelular. El gen de la osteopontina (Opn) fue el primero en el
que se demostré que el P extracelular induce la expresion génica en
experimentos con la linea celular osteoblastica murina MC3T3-E1 (39,48). Otros
genes identificados posteriormente regulados por P son el gen relacionado con
el ciclo celular ciclina D1y el Dmp1. Dmp1 se expresa abundantemente en los
osteocitos y un aumento de P extracelular puede facilitar la diferenciacién de
células osteoblasticas a osteocitos. EI aumento del P extracelular induce la
activacion de la via Raf/MEK/ERK (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma / Mitogen-
activated protein kinase kinase/Extracellular-Signal-Regulated Kinase), que
promueve la diferenciacidén osteoblastica y la formacién ésea (49). La activacion
de la via RaffMEK/ERK mediada por el P, induce la regulacién de varios genes,
incluidos Opn, Dmp1 y Mgp en células osteoblasticas, y Mgp, ciclina D1 y Alpl en
condrocitos. También se produce la activacion de esta via en células derivadas
de tejidos extraesqueléticos, como las células HEK293, una linea celular
proveniente de células de rifidn de embrion humano (39,49). Un aumento del P

extracelular induce la activacién de FGFR, que es una de las sefales de
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activacion de la via de la cascada Raf/MEK/ERK. EI FGFR parece tener un papel
fundamental en la transduccion de la senalizacion evocada por un aumento

extracelular de P.

Los datos de un modelo de ratones deficientes del gen Phex denominados
ratones Hyp, sugieren que una cierta “insensibilidad” de las células de la linea
osteoblastica podria ser la base de la sobreproduccién del FGF23 en la
hipofosfatemia genética ligada al X (XLH) (50). Los receptores de FGF y los
cotransportadores NA/Pi pueden estar implicados. En ensayos en células
osteoblasticas, se ha visto que un inhibidor del FGFR y un inhibidor de MEK
abolieron la regulaciéon positiva de Dmp1 producida por un aumento del P
extracelular. También se ha visto en células HEK293 que, la eliminacion de
FGFR1 disminuyé la fosforilacion de ERK inducida por un aumento extracelular
de P. Ademas, diversos estudios han demostrado la posible implicacién de PiT-
1, que codifica los cotransportadores Na/Pi, como otro mediador de la

transduccion de sefiales inducida por P (39,51).
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Figura 7. P extracelular actia como inductor de transduccion de sefial en
osteoblastos y condrocitos mediante la activacion de la via RaffMEK/ERK para
la regulacion de la expresion génica. Implicacion del cotransportador NA/Pi y
FGFR (39).
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El P extracelular también regula el metabolismo del pirofosfato (PPi).
Niveles de P extracelular elevado, inducen la expresion de dos genes Ennp1y
Ank encargados de codificar inhibidores de la mineralizacién. Enpp1 es un gen
que codifica una enzima encargada de producir PPi, y Ank codifica un
transportador de PPi. También se ha observado que, ante niveles de P
extracelular elevados, existe una expresion disminuida de los genes Sost y Dkk1

qgue codifican sendas moléculas inhibidoras de la formacion 6sea (52,53).

Los efectos del P extracelular sobre la expresion de FGF23 en
osteoblastos no son del todo conocidos. En un estudio realizado en humanos,
tras la ingesta alta de fosforo los niveles de FGF23 se elevaron transitoriamente

a las 4 semanas, pero posteriormente a las 8 semanas se normalizaron (39,40).

El P extracelular no solo induce modulacion en la expresion génica de

osteoblastos y osteocitos, sino que también influye sobre el patrén

21



transcripcional de los condrocitos. Los efectos del P sobre estas células difieren
segun su estado de diferenciacién. En los condroblastos, un aumento del P
extracelular induce la expresion de ciclina D1, para facilitar la proliferaciéon, y
disminuye la expresion de Alpl, que codifica TNSALP, disminuyendo asi la la
liberacion de P. En condrocitos maduros, las concentraciones elevadas de P
inducen la expresién del gen Col10a1, que codifica el colageno tipo X, y del gen
Mgp1, que codifica una proteina de la matriz Gla, cuyo producto (Mgp) inhibe la

mineralizacion (37,52-54).

1.5 CAUSAS DE HIPOFOSFATEMIA

Teniendo en cuenta los principales elementos de la homeostasis del P, las
causas de hipofosfatemia pueden deberse fundamentalmente a 3 mecanismos
fisiopatoldgicos: redistribucion del P al espacio intracelular, aumento de las
pérdidas renales de P, o disminucién de la absorcién intestinal de P. A su vez,
segun la velocidad de instauracién se pueden clasificar en hipofosfatemias
agudas o hipofosfatemias crénicas, con diferentes mecanismos etiopatogénicos
implicados. La mayoria de las hipofosfatemias cronicas se deben a causas

adquiridas o secundarias, pero también pueden ser se origen genético (55-57).

La prevalencia de la hipofosfatemia es muy variable en funcién de la
poblacién estudiada, desde un 0,2% a un 2,2% en los pacientes ingresados, pero
puede elevarse a 50% en pacientes en Unidades de Cuidados Intensivos

(35,58,59).
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Tabla 1: Prevalencia descrita en la literatura de distintas series de pacientes
con hipofosfatemia segun la poblacion estudiada (Tabla modificada 35,58-73).

Poblaciéon estudiada Prevalencia

Ingresados  por diversas causas 2,2% (P<0,64 mmol/l)
(59,60,62) 3,1% (P<0,70 mmol/l)
0,2% (P<0,32 mmol/l)

Alcohol (61)
e Varones ingresados para 2,5% (P<0,80 mmol/l)
deshabituacion
e Varones alcohdlicos atendidos en  30,4% (P<0,80 mmol/l)
Urgencias
Politraumatizados (63) 75% (P<0,80mmol/l)

Enfermedad pulmonar obstructiva crénica 21,5 (P<0,80mmol/l)
(67)

Pacientes quirurgicos en UCI (64) 28,8% (P<0,80mmol/l)
Pacientes en UCI (68) 33,9% (P<0,65mmol/l)
Infecciones (65)

¢ Infeccion 65% (P<0,80mmol/l)

o Sepsis 80% (P<0,80mmol/l)
Lobectomia hepatica (66) 100% (P < 0.48 mmol/l)
Ferroterapia con carboximaltosa (69)

e Patologia ginecoldgica 30,1% (P< 0,65mmol/l)

e Patologia gastrointestinal 51% (P< 0,65mmol/l)

e Patologia neuroldgica 55,6% (P< 0,65mmol/l)
Cirugia cardiaca (70) 34% (P< 0.48 mmol/l)
Enfermedad renal cronica estadio 3-5 (71) 2,8% (P<0,81mmol/l)
Hemofiltracion continua (72) 30.3%(P<0,81mmol/l)

Tratamiento diurético con furosemida en 12,8% (P<0,81mmol/l)
pacientes con insuficiencia cardiaca
congestiva (NYHA IlI-IV) (73)

1.5.1 Hipofosfatemias agudas

El mecanismo etiologico mas frecuente de las hipofosfatemias es un
fendbmeno de redistribucion de P al espacio intracelular. EI P presente en el
liquido extracelular en situaciones de glucolisis, es utilizado para la fosforilacion
de moléculas en el higado y en el musculo, con la consiguiente disminucion de

los niveles séricos de P.
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La prevalencia de hipofosfatemia aguda en las Unidades de Cuidados

Intensivos varia desde el 30 al 50% (74).

Algunas de las causas mas comunes de hipofosfatemia aguda son:

- Alcalosis respiratoria aguda: con el aumento del pH intracelular por
la difusion del dioxido de carbono a través de las membranas
celulares, se estimula la actividad de la fosfofructoquinasa, que
estimula la glucolisis (75, 76).

- Correccion de cetoacidosis diabética: por la administracion de
insulina, con estimulo de la glucdlisis (77,78).

- Trastorno por consumo agudo de alcohol: en situaciones de
cetoacidosis alcohdlica la hipofosfatemia aguda es multifactorial.
Hasta en el 50% de los pacientes hospitalizados con alcoholemia
positiva en sangre se detecta hipofosfatemia. La correccion de la
acidosis, junto a la alcalosis respiratoria compensadora, la pérdida
renal de P y K en el contexto de la acidosis, al déficit de ingesta y los
vomitos hacen que los niveles de P disminuyan. La hipofosfatemia
se puede exacerbar por el aumento de la insulina generada en el
caso de la administracion concomitante de liquidos que contienen
glucosa y por la administracién conjunta de catecolaminas (79- 81).

- Nutricion parenteral total o realimentacion tras desnutricion
prolongada: cuando se comienza una realimentacion con un exceso
de glucidos y aminoacidos, se produce un estado anabdlico con
consumo de P (82, 83).

- Pacientes en dialisis: hasta el 26% de los pacientes con terapia de
reemplazo renal pueden desarrollar hipofosfatemia (84).
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Otras causas: quemaduras graves, sindromes linfoproliferativos,

sepsis, administracion de manitol (85,86).

1.5.2 Hipofosfatemias cronicas

La homeostasis del P esta regulada principalmente por la absorcion a nivel

intestinal y la modulacion a nivel de la excrecion renal, como se ha mencionado

previamente. Por tanto, alteraciones en algunos de estos mecanismos de

regulacion van a ser causa de hipofosfatemia cronica.

a) Aumento de excrecion renal inducida por factores sistémicos: por

alteracion en los mecanismos de regulacion de la PTH, PTHrP o FGF23.

En muchas ocasiones la hipofosfatemia tiene una causa multifactorial.

PTH dependiente: cualquier causa de hipersecrecion de PTH puede
provocar hipofosfatemia. Puede deberse a un hiperparatiroidismo
primario, por disfuncién de una sola glandula (80%) o por un trastorno
de multiples glandulas (87).

Las causas genéticas de hipercalcemia que semejan un
hiperparatiroidismo primario por la asociacion con adenomas
paratiroideos son extremadamente raras: hipercalcemia
hipocalciurica familiar o hiperparatiroidismo primario neonatal severo
(OMIN#239200) por mutaciones en el receptor sensor de calcio
(CaSR). Otras causas de hiperparatiroidismo incluyen la neoplasia
endocrina multiple tipo 1 (MEN1), la neoplasia endocrina multiple tipo
2A (MENZ2A) y el sindrome de hiperparatiroidismo-tumor mandibular
(58,88).

Entre las causas de hiperparatiroidismo secundario destacan:
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Deficiencia o resistencia a la vitamina D: puede causar
hipofosfatemia por varios mecanismos, incluyendo tanto la
disminucidn de la absorcion gastrointestinal de fosfato como
por la hipocalcemia e hiperparatiroidismo secundario (35).
Ingesta de quelantes del calcio oral.

Farmacos antirresortivos: se ha descrito hipofosfatemia en
pacientes que reciben tratamiento con pamidronato (89) y
zoledronato (90) por el aumento de los niveles de PTH tras la
disminucion de la disponibilidad de los niveles séricos de
calcio. En un 12-32% de los pacientes que reciben tratamiento
con denosumab se puede observar hipofosfatemia (91,92).
Hipercalciuria renal (58).

Sindrome del hueso hambriento: tras la realizacion de una
paratiroidectomia en pacientes con una osteopenia
preexistente se produce un secuestro de calcio y fosfato en el

hueso durante el postoperatorio inmediato (75).

Dependiente de PTHrP: es una proteina estructuralmente similar a la
PTH, aunque codificada por un gen diferente, que se expresa de
manera ubicua y actua como factor paracrino y autocrino de forma
patoldgica en algunos pacientes con tumores. Se expresa sobre todo
en carcinomas escamosos (pulmonar, esofago, piel, cérvix), de mama
y carcinoma renal (58,93,94).

FGF23-dependiente: los niveles elevados de FGF23, ya sea por
causa adquirida o genética, producen pérdida renal de fosfato

caracterizada por TmP/GFR baja o inapropiadamente normal,
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1,25(0OH)2D baja o inapropiadamente normal a pesar de la normalidad

25(0OH)2D y disminuciéon de la excrecion de calcio en la orina. La

actividad de la fosfatasa alcalina puede aumentar, lo que refleja un

defecto de mineralizacidn subyacente. Los niveles de PTH pueden ser

normales o moderadamente elevados, en respuesta a una

disminucién del calcio sérico debido a un nivel bajo de 1,25(0OH)2D

(58).

Los principales trastornos mediados por FG23 son:

Osteomalacia inducida por tumores: por aumento en la
secrecion de FGF23, MEPE y sFRP-4 por un tumor
mesenquimatoso de partes blandas u origen 0seo
principalmente (58,95). También se han descrito casos
asociados a neurofibromatosis, linfoma no Hodgkin de células
B, carcinoma de colon y carcinoma de prostata (96-98).
Administracion de hierro intravenoso: se produce un aumento
en los niveles circulantes de FGF23 tras la administracién de
carboximatosa férrica intravenosa (99). La administraciéon
intravenosa de hierro se asocia con niveles elevados de
FGF23 intacto. EI mecanismo preciso sigue sin estar claro,
pero se sospecha que las formulaciones de hierro por via
intravenosa tienen un efecto sobre el metabolismo intracelular
de FGF23. La incidencia de hipofosfatemia después de la
infusién de hierro varia del 2,1% al 86% (100-102).
Postrasplante renal. se observa hipofosfatemia en el 40-90%
de los trasplantados renales (103). EI mecanismo de la
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hipofosfatemia se relaciona con un aumento de la secrecién
de PTH (hiperparatiroidismo secundario y terciario) y en parte
con la persistencia de niveles inapropiados altos de FGF23.
La hipofosfatemia puede observarse hasta meses después
del trasplante (104).

- Origen genético. el mas frecuente es el raquitismo
hipofosfatémico ligado al cromosoma X (PHEX). Otros
cuadros son raquitismo hipofosfatémico autosdmico
dominante (FGF23), raquitismo hipofosfatémico autosémico
recesivo tipo 1 (DMP1), tipo 2 (ENPP1), tipo 3 (FAM20C),
sindrome de McCune-Albright o displasia fibrosa (gen GNAS)
y el sindrome de hipofosfatemia cutanea esquelética (Ver
seccion 1.7).

- Alteracion de los transportadores renales de P:

e Diuréticos de accion proximal: la acetazolamida produce
fosfaturia por mecanismos relacionados con la inhibicion de
la anhidrasa carbonica (105). Algunos diuréticos del asa de
Henle, como la furosemida y las tiazidas, también pueden
producir fosfaturia (106).

e Consumo crénico de alcohol: produce una disfuncion tubular,
renal reversible con 4 semanas de abstinencia (80,107).

e Sindrome de Fanconi adquirido: en adultos con mayor
frecuencia se produce secundario a farmacos, mieloma
multiple, intoxicacidn por metales pesados o sindrome de

Sjogren (108).

28



o Farmacos: los implicados con mayor frecuencia son
agentes quimioterapeéuticos: inhibidores de la tirosina-
quinasa (mesilato de imatinib), inhibidores mTOR
(temsirolimus), inhibidores del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) (sorafenib), farmacos
antivirales como el adenofocir, cidofovir y tenofovir, el
valproato sédico o antibidticos como tetraciclinas o
aminoglucodsidos (109-112).

o Mieloma  multiple: por la  produccion de
inmunoglobulinas monoclonales de cadena ligera se
produce una tubulopatia proximal (113).

o Origen genético: enfermedad de Dent (gen CLCNS, OMIN#
300009), Cistinosis (gen CTNS OMIN #219800), mutaciones
en NAPilla (gen SLC34A1 OMIN #616963) (58,114). (Ver

seccion 1.7).

b. Disminucioén de la absorcion intestinal
- Ingesta inadecuada: gracias a la rapida adaptacion renal, la ingesta
deficiente por si sola rara vez es responsable de la deplecion grave
de fosfato. Sin embargo, si la ingesta deficiente se combina con
diarrea crdnica o ingesta deficiente de vitamina D o malabsorcién de
vitamina D, puede causar hipofosfatemias crénicas graves (58). Esta
descrita hipofosfatemia en el 3,4% de los pacientes con niveles de

vitamina D < 30 nmol/l. En los paises de clima templado, la causa
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principal de la deficiencia de vitamina D es la baja exposicion al sol
(115,116).

- Farmacos: los antiacidos con una base de aluminio y magnesio
forman sales insolubles de fosfato de aluminio y magnesio al unirse al
Pi. La niacina y sus derivados también pueden promover las pérdidas
fecales de fosfato al reducir la expresion intestinal del cotransportador
de sodio-fosfato tipo 2b (NaPillb) (117,118). Los farmacos
antiepilépticos (fenobarbital, carbamazepina, fenitoina) o Ila
rifampicina, que son inductores de la actividad del citocromo CYP3A4,
pueden catalizar la hidroxilaciéon de 1,25(0OH)2D vy, por lo tanto,
conducir a déficit de vitamina D y osteomalacia (119).

- Otras causas: esteatorrea y diarrea cronica, sindrome de intestino
corto debido a wuna cirugia bariatrica, enfermedad celiaca o
enfermedad inflamatoria intestinal. En estos casos la hipofosfatemia
se puede ver agravada por la asociacion con un hiperparatiroidismo
secundario por el déficit concomitante de vitamina D (120-123).

- Origen genético: raquitismo dependiente de la vitamina D tipo I, Il y Il

(58,114) (Ver seccién 1.7).

1.6 MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA HIPOFOSFATEMIA CRONICA

El déficit de fosfato a largo plazo perjudica el desarrollo y la calidad del
tejido mineralizado del sistema esquelético, dental o auditivo, con gran impacto
en la calidad de vida de estos pacientes. En la edad adulta las deformidades
Oseas de los individuos que sufrieron raquitismo en su infancia pueden provocar

artrosis temprana de caderas y rodillas. Asimismo, la hipofosfatemia mantenida
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puede dar lugar a osteomalacia, con fracturas /pseudofracturas y retraso en la
consolidacion de fracturas. Sin embargo, es importante considerar que aquellas
enfermedades que cursan con hipofosfatemia crénica pueden producir otros

defectos no directamente relacionados con la hipofosfatemia persistente.

El dolor éseo, la miopatia o el deterioro de la mineralizacion pueden ser
reversibles independientemente de la duracién de la hipofosfatemia. Sin
embargo, la deformidad de las extremidades, baja estatura, pérdida de la
audicion, anormalidades dentales o la artrosisis pueden ser irreversibles, o sélo

parcialmente corregibles, cuando el desarrollo esta completo (124).

1.6.1 Alteraciones esqueléticas

La osteomalacia es una condicidn caracterizada por un déficit de la
mineralizacion ¢6sea, con un acumulo de osteoide no mineralizado y
disminucién de la resistencia 6sea. Las principales manifestaciones son las
deformidades de huesos largos de carga, dolor éseo difuso, mayor riesgo de
fracturas o pseudofracturas asi como retraso en la consolidacion de las

mismas.

En niflos sanos, en la placa de crecimiento, la mineralizacién normal y el
alargamiento 6seo requieren la apoptosis de los condrocitos hipertréficos
regulada por fosfato. En la hipofosfatemia cronica, esta apoptosis se detiene,
lo que lleva a una deficiencia mineralizacién y acumulacion de osteoide en la
metafisis, lo que conlleva a retraso en el crecimiento. Es lo que se conoce como

raquitismo (125).

Hasta un 60% de las hipofosfatemias crénicas de origen genético cursan

con craneosinostosis, que durante el periodo de crecimiento causa deformidad
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en la forma de la cabeza y puede conducir a un aumento de la presion
intracraneal, problemas oftalmolégicos y retraso en el desarrollo. Sin embargo,
no esta claro si estas manifestaciones son causadas directamente por la
hipofosfatemia o son una consecuencia independiente de la enfermedad de

base (124).

1.6.2 Alteraciones dentales

Los mecanismos moleculares responsables de las manifestaciones
dentales en pacientes con hipofosfatemia cronica son poco conocidos. La
mineralizacion insuficiente del tejido dental por deficiencia cronica de fosfatos
produce esmaltes delgados, grietas microscopicas, estructuras superficiales

irregulares y abscesos espontaneos (24,124).

1.6.3 Complicaciones articulares

Los pacientes con una carga mecanica anormal por las deformaciones
esqueléticas a largo plazo presentan una degeneracién temprana de las
articulaciones, a menudo con dolor y limitacién. La hipofosfatemia crénica
también puede producir la calcificacién anormal del fibrocartilago de tendones
y ligamentos, lo que contribuye a causar dolor, rigidez y limitacién de la

movilidad articular.

1.6.4 Sistema muscular

El dolor muscular, la rigidez y la miopatia proximal son manifestaciones
comunes en pacientes con niveles bajos de fosfato sérico, por la disminucion
de la sintesis de ATP y la reduccién de la fosforilacién oxidativa. También se
ha asociado a disfagia e ileo paralitico, presumiblemente por alteracion del

musculo liso (124).
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1.6.5 Alteraciones auditivas

La hipoacusia neurosensorial solo se ha asociado a las formas genéticas

de hipofosfatemia crénica, sobre todo el raquitismo ligado al cromosoma X.

1.6.6 Sistema nervioso central

La hipofosfatemia crénica puede ser causante de varias manifestaciones
neurologicas, que pueden ser leves, como neuropatia, parestesias, o leve
irritabilidad. Sin embargo, en ocasiones pueden ser mas graves, incluyendo

encefalopatia, convulsiones, e incluso estado de coma (35,126).

1.6.7 Sistema cardiopulmonar

La afectacion de la contractilidad miocardica, asociacion con arritmias
ventriculares y alteracion de la contractilidad diafragmatica, se produce
especialmente en situaciones de hipofosfatemia grave (<1mg/dl) y de
instauracion aguda, por lo que rara vez estas manifestaciones estan presentes

en las hipofosfatemias de larga evolucién (127).

1.6.8 Alteraciones hematoldgicas

La hipofosfatemia créonica grave (<1 mg/dl) puede originar disfuncion
leucocitaria, alteraciones plaquetarias y hemdlisis, aunque con muy baja

frecuencia (128).

1.7 HIPOFOSFATEMIAS GENETICAS

Existen varias causas genéticas de raquitismo, que en general se
clasifican como fosfopénicas o calcipénicas. La deficiencia de fosfato es el

defecto primario en el raquitismo fosfopénico, y es causada principalmente por
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trastornos genéticos del manejo renal de fosfato que conducen a una reabsorciéon
tubular alterada. Asi, bajo el término “raquitismo hipofosfatémico” se engloban
un grupo de alteraciones con fenotipo similar, pero con diferentes genotipos,

modelos de herencia y etiopatogenias.

Desde el punto de vista de la patogenia, en concreto del papel del FGF23,
se clasifican en dos grupos: FGF23-dependientes y FGF23-independientes. Las
causas geneéticas importantes del raquitismo fosfopénico son el raquitismo
hipofosfatémico dominante ligado al X, el autosémico dominante y autosémico

recesivo relacionado con FGF23 (114, 129-131).

1.7.1 Diagndstico de hipofosfatemias genéticas

El diagndstico clinico del raquitismo hipofosfatémico se basa en las
caracteristicas clinicas, radiolégicas y bioquimicas. Sin embargo, aunque las
pruebas genéticas pueden ser prescindibles, ayudan a confirmar el diagnéstico

y permiten la deteccion de portadores y el asesoramiento genético.

Las pruebas de laboratorio muestran hipofosfatemia significativa con
hiperfosfaturia, que es causada por la disminucién de la reabsorcion de fosfato
en los tubulos renales. EI aumento de la fosfaturia en el raquitismo
hipofosfatémico puede definirse por una disminucion de la reabsorcion tubular
de fosfato por debajo del 85% (TRP, calculado a partir de la siguiente formula:
TRP% = 100 x (1-[P en orina x creatinina en suero]/[P en suero x creatinina en
orina)] ) (132). La actividad de la fosfatasa alcalina esta elevada y una disminucion
de su actividad es un buen marcador en el seguimiento de la eficacia del
tratamiento. Los marcadores de recambio éseo, como la osteocalcina (marcador

de formacion 6sea) y las piridolinas (marcador de resorcidon ésea) pueden estar
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elevados (133). Los niveles de FGF23 pueden estar elevados o disminuidos en
funcion del trastorno, y los niveles de 25 (OH)2D son normales siempre y cuando
se mantenga la sintesis cutanea o el aporte de suplementacion de forma

preventiva (129).

Los estudios de imagen realizados a paciente con hipofosfatemias
genéticas no son especificos de esta patologia. Las radiografias revelan signos
de raquitismo (en nifios) u osteomalacia (en adultos). Tras finalizar el crecimiento
pueden observarse cambios proliferativos y aumento subperidstico y formacion
de hueso intradseo, en particular en diafisis de huesos largos, lo que provoca un
aumento del grosor del hueso cortical. Las zonas de Looser-Milkman también
pueden estar presentes; son areas lucidas medialmente en los huesos curvos,
lo que resulta en fracturas patoldgicas llamadas fracturas por fatiga o sobrecarga.
Otros signos visibles en una radiografia pueden incluir depésitos de calcio en las
regiones de tendones e inserciones ligamentosas (entesopatias) y cambios
proliferativos con calcificacion de grandes articulaciones y la columna vertebral,
relacionado con la osteoartrosis. También se ha descrito la extensién de la
diafisis 6sea con agrandamiento de la rodilla en resonancias magnéticas, con
buena correlacién con los niveles de fosfatasa alcalina. Algunos autores sugieren
su utilizad como un indice cuantitativo para la evaluaciéon de la actividad de la

fosfatasa (129,134).

1.7.2 Raquitismo hipofosfatémico ligado al cromosoma X (XLH, OMIM

#307800)

Es la causa mas comun de pérdida hereditaria de fosfato y la forma mas
prevalente de raquitismo hipofosfatémico genético relacionado con el FGF23. Se

ha estimado una incidencia de 3,9 por 100.000 nacidos vivos y una prevalencia
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que oscila entre 1,7 por 100.000 nifos y 4,8 por 100.000 personas (nifios y
adultos) (135,136). Esta causado por mutaciones en PHEX (gen localizado en
Xp22.1), que codifica una endopeptidasa expresada fundamentalmente en
osteoblastos, osteocitos y dientes. Aproximadamente el 20-30% de los casos se
deben a mutaciones esporadicas o de novo del gen PHEX, en ausencia de
antecedentes familiares. Estas mutaciones inactivadoras en el gen PHEX
aumentan la expresion del FGF23 al aumentar los niveles de péptido de proteina
ASARM asociada a MEPE. Esto conduce a una mayor liberacién de FGF23 en
el suero y aumento de la sefializacion mediada por FGF23. (2,129). Los defectos
de mineralizacion del esqueleto en XLH son consecuencia de la pérdida renal de
fosfato, y de la disminucion de 1,25(0OH)2D debido al exceso de FGF23, que
suprime la actividad de la 1a-hidroxilasa y aumenta la expresion de la 24-

hidroxilasa vitamina D (137).

El modo de herencia es dominante ligado al cromosoma X, por lo que los
hombres suelen tener una enfermedad mas grave que las mujeres. Se han
descrito algunas familias con mujeres portadoras de la mutacion completamente
asintomaticas, lo que se en ocasiones se ha denominado raquitismo ligado al
cromosoma X recesivo. Sin embargo, también se piensa que las mujeres en
realidad son oligosintomaticas en lugar de asintomaticas por la presencia de la

segunda copia del gen, es decir, una herencia codominante (129,138).

En adultos, el fenotipo esquelético se caracteriza por osteomalacia,
pseudofracturas, calcificaciones anormales en los sitios de insercion 6sea de
tendones y ligamentos (entesopatia), artrosis prematura y trastornos dentales

(58).
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1.7.3 Raquitismo hipofosfatémico de herencia autosémica dominante

(AHDR, OMIM# 193100)

En el caso de herencia autosémica, la mutacion mas frecuente es la que
afecta al gen FGF23 en el cromosoma 12p13. Como resultado del cambio de la
secuencia de aminoacidos, se forma una molécula de FGF23 que es resistente
a la accion degradante de la peptidasa. En tales circunstancias, FGF23 se une
al receptor de FGF (FGFR), cuyo cofactor es la proteina Klotho, y por tanto inhibe
los cotransportadores NaPi-lla y NaPi-llc en los tubulos renales. A su vez, esto
provoca disminucion de la reabsorcion renal de fosfatos y aumento de la
fosfaturia. La activacion de este receptor también disminuye la produccion renal
de 1,25(0H)2D (129,139). Aunque el modo de herencia es autosdmico
dominante, la penetrancia es incompleta, con expresividad variable. A diferencia
de los pacientes con XLH, los pacientes con mutaciones ADHR no presentan
entesopatia y ademas pueden presentar un inicio temprano o tardio de la
enfermedad, lo que dificulta el diagnostico diferencial con los raquitismos
hipofosfatémicos adquiridos dependientes de FGF23, como ocurre en los casos

de tumor inductor de osteomalacia (140).

Otros dos trastornos con un patrén de herencia autosomico dominante,
pero menos frecuentes son el raquistismo hipofosfatémico con nefrolitiasis y
osteoporosis tipo | y tipo Il. El raquitismo hipofosfatémico con nefrolitiasis y
osteoporosis tipo | (OMIM #612286) es debido a una mutacion del gen
transportador de sodio (SLC34A1, localizado en 5q35) y se caracteriza por la

coexistencia de nefrolitiasis, osteoporosis y raquitismo hipofosfatémico.

El raquitismo hipofosfatémico con nefrolitiasis y osteoporosis tipo Il (OMIM #

612287) es debido a una mutacién en el gen SLC9A3R1 (localizado en 17925.1),
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que codifica la proteina citoplasmatica intercambiadora de sodio/hidrogeno
(NHEFR1). Estan asociados con una reabsorcién deficiente de fosfato e

hipofosfatemia (129,131).

1.7.4 Raquitismo hipofosfatémico de herencia autosémica recesiva

En el caso de herencia autosdémica recesiva, se han descrito varias
mutaciones que producen hipofosfatemia asociadas a otras manifestaciones
clinicas. Se deben a mutaciones en los genes DMP1, ENPP1 y FAM20C y

representan causas muy raras de raquitismo hipofosfatémico.

- Raquitismo hipofosfatémico tipo | (OMIM #241520): causado por una
mutacion del gen de la proteina de matriz de dentina 1 (DMP1) (locus
4g22.1) que produce una pérdida de la funcién de una proteina que
inhibe la secrecion de FGF23, de manera que la mutacién conduce a
un aumento de los niveles de FGF23. DMP1 se expresa en
osteoblastos/osteocitos en tejido 6seo y en odontocitos en dientes.
Los pacientes con esta mutacion manifiestan raquitismo vy
osteomalacia con pérdida renal aislada de fosfato asociada con
niveles elevados de FGF23 y normocalciuria (141).

- Raquitismo hipofosfatémico tipo II (OMIN #613312): originado por
mutacion con pérdida de funcién en el gen de ectonucledtido
pirofosfatasa/fosfodiesterasa 1 (ENPP1), localizado en 6g23.2, que
produce aumento de los niveles de FGF23. La proteina ENPP1
participa en la produccion de pirofosfatos extracelulares que inhiben
el depdsito de cristales de hidroxiapatita y, por tanto, en pacientes con
mutacion de este gen, se observan calcificaciones vasculares, a

veces desde la infancia, y con frecuencia con mal pronéstico.
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Raquitismo hipofosfatémico autosémico recesivo |ll (Enfermedad de
Raine) (no considerado en OMIN) por mutaciones en FAM20C o
DMP4, cursa con alteraciones dentales, calcificaciones
intracraneales, osteosclerosis y patrones dismorficos. Se ha
demostrado que, la pérdida de la funcién FAM20C reduce la expresion
de DMP1.

Raquitismo hipofosfatémico asociado a hipercalciuria (OMIM
#241530): relacionado con una mutacion con pérdida de funcion del
gen SLC34A3 (en 9q34), que codifica una proteina del
cotransportador renal NaPi-llc. A nivel clinico presentan
nefrocalcinosis y nefrolitiasis.

Raquitismo hipofosfatémico ligado al X recesivo (Enfermedad de
Dent) (OMIM #300554): por mutacion del gen CLCN5, que codifica la
proteina CLC-5, responsable del transporte transmembrana de iones,
y reconocido como transportador de iones H+/Cl-. En los tubulos
renales proximales, transporta iones de hidrégeno a los endosomas e
iones de cloruro al exterior, lo que ayuda a mantener valores de pH

adecuados (129).

1.7.5 Raquitismo dependiente de vitamina D

Raquitismo dependiente de vitamina D tipo IA (OMIM#264700): se
desarrolla mas comunmente como resultado de una mutacién del gen
CYP27B1, localizado en el cromosoma 12 (locus 12q14.1). Esto
causa deficiencia de 1a-hidroxilasa y, como resultado, alteraciones de
la hidroxilacion de 25-hidroxicolecalciferol. Se han detectado

multiples mutaciones diferentes en el gen CYP27B1, pero en concreto
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las dos mas comunes son la eliminacion de guanina 958 (958delG) y
una mutacién de splicing (sustitucion de guanina por adenina en el
primer nucleétido de un intrén) (142).

El diagndstico de raquitismo por pseudodeficiencia de vitamina D
tipo 1 generalmente se establece con base en el examen fisico y
resultados de laboratorio donde predominan: hiperfosfatasemia,
hipofosfatemia e hipocalcemia acompafada de hiperparatiroidismo
secundario. El nivel sérico de 1,25(0OH)2D suele ser indetectable y los
niveles de 25(OH)2D superan el valor normal superior limite o estan
dentro de los valores de referencia.

El unico tratamiento efectivo es la administracién de 1,25 (OH)2D
en dosis ajustada de forma individual (129-131).

Raquitismo dependiente de vitamina D tipo IB (OMIM#600081): es el
resultado de una mutacion del gen CYP2R1 (locus 11p15.2) que
codifica la 25-hidroxilasa, responsable de hidroxilacion de vitamina D
a 25(0OH)2D en el higado. Tiene una herencia autosémica recesiva y
hay muy pocos casos descritos. El tratamiento se realiza con altas
dosis de 25(0OH)2D (93,143).

Raquitismo dependiente de vitamina D tipo A (OMIM#277440):
también se conoce como resistencia generalizada a la 1,25(0OH)2D.
Esta forma sigue un patrén de herencia autosomico recesivo y es
causado por una mutacién del gen que codifica el receptor de vitamina
D (VDR, en el locus 12913.11). El defecto de VDR impide la
sefalizacion de la 1,25(0OH)2D y en consecuencia se produce una

alteracion en la absorcidon de calcio en el intestino.
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Las mutaciones del VDR en el dominio de unién al DNA producen
una resistencia total a la 1,25(0OH)2D. Sin embargo, puede haber una
resistencia parcial cuando las mutaciones afectan al dominio de unién
al ligando.

A nivel clinico, en esta enfermedad predominan las
manifestaciones de raquitismo severo. La alopecia es también un
hallazgo clinico frecuente en estos pacientes y se correlaciona con la
gravedad del raquitismo.

La respuesta al tratamiento depende de la ubicacidn de la mutacion,
y la afinidad de 1,25(OH)2D por VDR (129,144).

Raquitismo dependiente de vitamina D tipo IIB (OMIN#600785): es
una forma de raquitismo dependiente de vitamina D, pero con un
receptor de vitamina D (VDR) normofuncionante. Se debe a la
sobreexpresion de una ribonucleoproteina nuclear heterogénea que
interfiere en la unién del complejo VDR vy el ligando.

El fenotipo de esta enfermedad es similar al raquitismo dependiente
de vitamina D tipo IIA y a nivel bioquimico, la 25(OH)2D es normal
mientras que la 1,25 (OH)2D esta aumentada (145).

Raquitismo dependiente de vitamina D tipo Ill (OMIN# 619073): se
debe una mutacion de ganancia de funcion en CYP3A4, gen que
codifica una oxidasa del grupo P450. La enzima degrada metabolitos
de la vitamina D, sintetizando 1,25(0OH)2D.

La mutacion, presuntamente activadora, se identific6 mediante
analisis de secuenciacion del exoma completo en dos pacientes no

relacionados que presentaban raquitismo de aparicion temprana,
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niveles séricos reducidos de metabolitos de vitamina D, como
25(0H)2D y 1,25(0OH)2D vy respuesta deficiente a la suplementacion

(146).
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Tabla 2.1. Diagndstico diferencial de los raquitismos hipofosfatémicos FGF-23 dependientes (Modificada de 130,131).

Raquitismo hipofosfatémico

ligado al cromosoma X BHEX Ny ! l T N N7/| N /N
Raquitismo hipofosfatémico

autosémico dominante FEIRZS Wt Ny ! l T N N /| N 1N
Raquitismo hipofosfatémico

autosémico recesivo 1 Bhil o N ! l T N N/| N 1N
Raquitismo hipofosfatémico ENPP1 Lot N | | | ) . N/ N N

autosomico recesivo 2

Raquitismo hipofosfatémico
autosomico recesivo 3 FAM20/DMP4 || 11t N ! ! ! 1 N N/| N 1IN
(Sindrome de Raine)
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Tabla 2.2. Diagndstico diferencial de los raquitismos hipofosfatémicos FGF-23 independientes. (Tabla modificada de (130,131).

Raquitismo hipofosfatémico

asociado a hipercalciuria shesee Lo 1 l l 1 ! N/
Raquitismo hipofosfatémico con
nefrolitiasis y osteoporosis tipo 1 seesen PIU | f l l f N t N/ x
Raquitismo hipofosfatémico con
nefrolitiasis y osteoporosis tipo 2 SECOASRIN SR TN SN 1 l l 1 » ! N/ ~
Raquitismo hipofosfatémico ligado
al X recesivo 1
(Enfermedad de Dent) GLeNs W 1 N f l l f X f N/ x

Raquitismo hipofosfatémico ligado
al X recesivo 2 OCRL1 N 11 N 1 ! ! 1 N N N N
(Enfermedad de Lowe)

Raquitismo hipofosfatémico N/
asociado a hiperparatiroidismo KLOTHO | t N J l 1 N N ) )
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Tabla 2.3. Diagndstico diferencial de los trastornos asociados a raquitismo hipofosfatémico dependiente de FGF-23. (Tabla

Displasia fibrosa (Sindrome
McCune-Albright)

Sindrome de hipofosfatemia
cutanea esquelética

Displasia osteoglofénica

Tumor inductor de osteomalacia

GNAS1

KRAS/
HRAS/
NRAS

FGFR1

Al

modificada). (130,131).

B 3 Y 8 A e

N
+ N
N

N /|

N /|

N /|

N/

N/ 1

I/}

N/ 1

N/ 1

N/ 1

N/ 1
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Tabla 3. Diagndstico diferencial de raquitismos hipocalcémicos. (Tabla modificada). (130,131).

TmP
I I 5 e

Raquitismo dependiente de

vitamina D tipo IA CYP27B1 /l Varia) [ l l l [l X l 1 N
Raq"\i,tiizm?ngeg‘:i';‘gfgte de  cypori /'\i Varia | | | ol w Varia 1 N
aulemodependieniede  vor N ovae 1 4 4 4 om N m N
Raq‘:,iitti:n";'i‘:‘ :%pfi:giﬁgte de  LNRNPC /'\j Varia | | | . 1 N 1 1 N
Raquitismo dependiente de CYP3A4 | Varia | | | | M | l " ?

vitamina D tipo Il
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS

Las causas mas frecuentes de hipofosfatemias cronicas son de origen
adquirido. La prevalencia de la hipofosfatemia genética mas frecuente
(hipofosfatemia ligada al X) es de 1 de cada 20.000 personas, segun varios
estudios (147). La prevalencia en la comunidad de Cantabria es desconocida,
pero a la vista de la experiencia de los clinicos implicados en estos trastornos
pareceria muy inferior a la esperada para una poblacion de 581641 habitantes
(datos actualizados de 2019). Por eso, nos planteamos la hipotesis de que deben

de existir muchos casos de hipofosfatemia genética no diagnosticados.

OBJETIVOS

El objetivo principal del trabajo fue analizar las hipofosfatemias crénicas
en la comunidad de Cantabria, identificando aquellas de origen genético.

Para ello, los objetivos especificos planteados fueron los siguientes:

1. Conocer la prevalencia de hipofosfatemias de causa genética en la
poblacion de Cantabria.

2. Analizar el perfil clinico y bioquimico de los pacientes con
hipofosfatemias genéticas.

3. Realizar el estudio de los familiares de pacientes con hipofosfatemia
genética.

4. Determinar las causas de hipofosfatemia secundaria.
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3. METODOLOGIA
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El estudio se realizé en el Hospital Universitario Marqués de Valdecilla
(Santander), hospital terciario y centro de referencia de la regién que atiende a
320.000 personas. Este estudio consta de una fase retrospectiva y otra

prospectiva.

3.1 ESTUDIO RETROSPECTIVO

El estudio retrospectivo comprende el periodo de octubre 2002 hasta enero

2020 e incluye una fase de revision de determinaciones analiticas.

Se extrajeron 631.855 determinaciones analiticas de fésforo
correspondientes a 208.245 pacientes y posteriormente se filtraron segun punto
de corte deseado. Para ello, se realizé una busqueda en el sistema informatico

del laboratorio (LIS):

- Anterior a 21 febrero de 2019: Servolab4 (Siemens Healthcare®. La
extraccion de datos se realizé con el modulo de extraccion de datos
de dicho sistema informatico.

- Posterior a 21 febrero de 2019: LISCAN (Modulab 3.0 de Werfen®)
(https://www.werfen.com/es/es/modulab). La extraccion de datos se
realizé con el mdédulo de extraccidon de datos de dicho sistema

informatico.

Criterios de inclusion:

- Edad 18-55 anos.

- Al menos una determinacion de P en sangre <2.2 mg/dl en ayunas.
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- Pacientes ambulatorios atendidos en atencion primaria y consultas
externas.
- Firma de consentimiento informado de aquellos pacientes valorados

posteriormente en la consulta.

Criterios de exclusion:

De inicio, se excluyeron directamente los pacientes hospitalizados y las
determinaciones de pacientes realizados por servicios médicos con alta
probabilidad de hipofosfatemia secundaria (trasplante renal, cirugia

gastrointestinal, etc.).

- Pacientes hospitalizados.

- Servicios peticionarios excluidos: Nefrologia, Cuidados Intensivos,
Oncologia, Hematologia, consulta VIH de enfermedades infecciosas,
servicios quirurgicos.

- Trasplantados de médula 6sea y 6rgano solido, como trasplante renal.

- Diabetes mellitus con episodios de descompensacion aguda
(cetoacidosis diabéticas).

- Consumo cronico de alcohol.

- Administracion de hierro intravenoso previamente.

- Tratamiento activo con diuréticos (acetazolamida, tiazidas),
quimioterapicos  (cisplatino, imatinib), antivirales (tenofovir,
adenofovir), antiacidos con aluminio o magnesio.

- Hiperparatiroidismo primario.

- Enfermedad inflamatoria intestinal.

- Antecedentes de cirugia bariatrica.

- Sepsis o intervenciones quirurgicas mayores.
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- VIH
- Trastornos de conducta alimentaria.

- Fallecimiento.

De un total de 631.855 determinaciones bioquimicas de P se incluyeron
2.928 determinaciones analiticas que cumplian los criterios de inclusion y

correspondian a 842 pacientes.

3.2 ESTUDIO PROSPECTIVO

La fase prospectiva comprendié por un lado una fase de identificacion de
hipofosfatemias cronicas, que abarcé un periodo de 14 meses posteriores al
inicio del estudio. Por otro lado, incluy6 una fase de valoracion clinica y analitica
especificas de los pacientes seleccionados, comprendida entre noviembre 2020

y marzo 2021.

Entre enero de 2020 y marzo de 2021, mediante la implementacion de un
algoritmo de gestion de peticiones, se afiadid la determinacién de P a todas las
solicitudes de laboratorio de pacientes con los mismos criterios de inclusion que
en la fase retrospectiva. En esta etapa se incluyeron todas las solicitudes de
laboratorio en la region de Cantabria. Ademas del Hospital Marqués de
Valdecilla, en la fase prospectiva, participaron en el estudio el Hospital

Sierrallana y el Hospital Laredo.

En total, en esta fase prospectiva de seleccién de pacientes se incluyeron
183.973 determinaciones analiticas de P. Entre esas pruebas, se identificaron

445 pacientes con al menos una prueba de fésforo <2.2.
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3.2.1 Protocolo de actuacién

En total 1287 pacientes fueron seleccionados para realizar el estudio, 842
pacientes de la rama retrospectiva y 445 de la prospectiva. Se revisaron las

historias electronicas de todos estos pacientes.

Del total de los 1287 pacientes, se excluyeron 14 (1,09%) por haber fallecido en
el momento de la revision de las historias clinicas. Tras la revision exhaustiva de
las 1287 historias clinicas, en 292 pacientes (24,79%) no se identificd una causa
de hipofosfatemia, por lo que fueron seleccionados para una evaluacion clinica
y analitica en consulta. Se traté de contactar con estos pacientes y se les invito

a participar en el estudio.

De los 292, no se logré localizar a 103 pacientes y rehusaron a participar en el
estudio 80. Finalmente, 109 pacientes fueron evaluados en la consulta de

Medicina Interna.

Figura 8. Seleccion de pacientes seleccionados para la valoracion clinica y
analitica en consultas de Medicina Interna.

Retrospectivo Prospectivo
631,855 analiticas 183973 analiticas
(2002-2020) (2020-2021)

842 pacientes P= 2,2 445 pacientes P=< 2,2

1287 pacientes

995 descartados por causas
secundarias con P bajo o P
normales

292
seleccionados

183 no citados:
103 no localizados
70 no participacion
10 citados pero no acudieron

109 citados en
consultas
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Adicionalmente, para valorar los niveles de FGF23, se midié este también en
un grupo de 9 controles (pacientes sometidos a estudio preoperatorio rutinario

sin evidencia de enfermedades esqueléticas o metabdlicas).

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigaciéon con
medicamentos de Cantabria de acuerdo con la normativa vigente. Ademas, en
caso de muestra sobrante, una vez finalizado el estudio, se envio al Biobanco
Valdecilla (Nodo de ADN vy fluidos), en el que se procesaron las muestras
mediante un procedimiento de codificacion de acuerdo con la Ley Organica
3/2018 de 5 de diciembre de Proteccion de Datos Personales y Garantia de los
derechos digitales. Las muestras donadas al Biobanco de Valdecilla y datos
clinicos asociados podran ser cedidos a otros investigadores cuyos proyectos

estén aprobados por Comités de Etica y Cientifico del Biobanco.

3.2.2 Variables analizadas

En los 109 pacientes valorados en consulta se analizaron variables clinicas

y bioquimicas.
Las variables clinicas analizadas fueron:

- Edad: variable cuantitativa expresado en afos.

- Sexo: variable cualitativa dicotomica: “1” Mujer “2” Varon.

- Ingesta de alcohol: variable cualitativa: “1” Si, “2” No, “3”
Ocasional.

- Tabaco: variable cualitativa: “1” Si, “2” No, “3” Exfumador.

- Hipertension: variable cualitativa: “1” Si, “2” No.

- Dislipemia: variable cualitativa: “1” Si, “2” No.

- Diabetes Mellitus tipo 2: variable cualitativa: “1” Si, “2” No.
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Prematuridad al nacer: variable cualitativa: “1” Si, “2” No.

Bajo peso al nacer: variable cualitativa: “1” Si, “2” No.
Menarquia: variable cualitativa: “1” normal, “2” no normal.
Pubertad: “1” normal, “2” retraso en el crecimiento.

Fractura: variable cualitativa: “1” Si, “2” No.

Mecanismo de fractura: variable cualitativa: “1” traumatica “2” no
traumatica.

Problemas dentales: variable cualitativa: “1” Si, “2” No.
Tratamientos habituales: variable cualitativa: “1” Si, “2” No.

Tipo de tratamiento habitual: “1” antidiabéticos, “2” diuréticos, “3”
estatinas, “4” |IECAS/ARAII, “5” Acalka, “6” Aines, “7”
antidepresivos, “8” Fosfato, “9” NACO, “10” IBP, “11”
antipsicoticos, “12” ansioliticos, “13” antiagregantes, “14” PTH,
“15” inmunolégicos, “16” vitamina D, “17” antiepilépticos.
Antecedentes familiares relacionados con hipofosfatemia:
variable cualitativa: “1” Si, “2” No.

Talla del padre: variable cuantitativa expresado en cm.

Talla de la madre: variable cuantitativa expresado en cm.
Hermanos: variable cuantitativa.

Numero de hijos: variable cuantitativa.

Hijos sanos: variable cualitativa: “1” Si, “2” No.

Talla: variable cuantitativa expresado en cm.

Peso: variable cuantitativa expresado en Kg.

Dismorfia facial: variable cualitativa: “1” Si, “2” No.

Escleras: variable cualitativa: “1” normales, “2” alteradas.
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- Dentadura: variable cualitativa: “1” normal, “2” ausencia de >1
pieza dentaria, “3” dientes supernumerarios.

- Térax: variable cualitativa: “1” normal, “2” deformidad.

- Auscultaciéon cardiaca: variable -cualitativa: “1” normal, “2”
alterada.

- Extremidades: variable cualitativa: “1” normal, “2” alterada.

- Oftras deformidades: variable cualitativa: “1” normal, “2” alterada.

- Hiperlaxitud: escala de Beighton “1” Score 0, “2” Score 1, “3”

Score 2, “4” Score 37, “5” Score 4.

Las variables bioquimicas analizadas fueron: fosforo (mg/dl), calcio (mg/dl),
albumina (mg/dl), fosfatasa alcalina (U/l), PTH (pg/ml), 25 hidroxivitamina D o 25
(OH)2D (ng/ml), 1,25-dihidroxivitamina D o 1,25(0OH)2D (pg/ml), TSH (mU/L),
T4L (mU/L), creatinina (mg/dl), FGF23 intacto (pg/ml), FGF23 C-terminal (pg/ml),
creatinuria (mg/dl), fosfaturia (mg/dl), calciuria (mg/dl) y el cociente fosfataturia /
creatinuria (mg/mg). Se determind la reabsorcién tubular maxima de P por
volumen de filtracion (TMP/TFG) mediante el normograma de Walton—Bijvoet. La
reabsorcién tubular de fosforo (TRP) se calculé con la férmula: 1- [(P urinario x

Creatinina sérico) / (P sérico x Creatinina urinaria)] x 100, expresado en %.

3.2.3 Recogida de muestras

Las muestras se obtuvieron por el personal de enfermeria en las consultas
de Medicina Interna, tras un periodo de ayunas de unas 10 horas, para evitar
la interferencia de la dieta en las cifras de séricas de P. Se extrajeron:

- 3 tubos de 5mL, con gel separador y activador de coagulo (no

trombinico), para la obtenciéon de suero de alta calidad tras

centrifugacion 10 minutos a 1500g a temperatura ambiente.

60



3 tubos malva de 5mL, sin gel separador y con anticoagulante EDTA
dipotasico (1 mg/mL) para la obtencion de sangre total para la
extraccion de DNA leucocitario, y de plasma, tras centrifugacién 10

minutos a 15009 a temperatura ambiente.

Tubo de plastico de fondo redondo para orina de miccién para analisis
bioquimico tras centrifugacion 10 minutos a 1500g a temperatura

ambiente.

Las muestras de sangre total, plasma y suero se mantuvieron en frio (4-

8°C) si su procesado era en el mismo dia de la extraccion o fueron alicuotadas

en criotubos y congeladas a -20°C hasta su analisis.

3.2.4 Métodos bioquimicos

El analisis de creatinina, calcio, fésforo, fosfatasa alcalina, albumina vy

PTH intacta se realizaron mediante un analizador automatizado Atellica CH&IM

(Siemens Healthcare Diagnostics, Malvern, PA, USA).

Creatinina: el ensayo Atellica® CH Enzymatic Creatinine_2 (ECre_2)
se basa en la reaccion enzimatica de Fossati, Prencipe y Berti. La
creatinina se convierte en creatina por la accion de la creatininasa. La
creatina formada la hidroliza la creatinasa para producir sarcosina,
que se descompone mediante la sarcosina oxidasa para formar
glicina, formaldehido y peroxido de hidrégeno. En presencia de
peroxidasa, el peréxido de hidrogeno formado genera un pigmento
azul mediante condensacion oxidativa cuantitativa con N-(3-

sulfopropil)-3-metoxi-5-metilanilina (HMMPS) y 4-aminoantipirina. La
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concentracion de creatinina se obtiene midiendo la absorbancia del
color azul a 596/694 nm. Precision £2.5%.

Calcio: la absorbancia del color es proporcional a la concentracion de
calcio, Atellica® CH Calcium_2 (CA _2). El ensayo Atellica CH
Calcium_2 (CA_2) esta basado en el trabajo de Michaylova e lllkova,
que descubrieron que el Arsenazo Ill forma un complejo estable con
calcio con alta selectividad en pH bajo. Los iones de calcio forman un
complejo coloreado con Arsenazo lll, que se mide a 658/694 nm. La
cantidad de calcio presente en la muestra es directamente
proporcional a la intensidad del complejo coloreado formado.
Precision £1.5%.

Fosfato: se analiz6 mediante Atellica® CH Inorganic Phosphorus (IP).
El ensayo Atellica® CH Inorganic Phosphorus (IP) se basa en el
procedimiento de Daly y Ertinghausen, que depende de la formacion
de un complejo absorbente de UV entre el fosforo y el molibdato. El
fosforo inorganico reacciona con molibdato de amonio en presencia
de acido sulfurico para formar un complejo de fosfomolibdato no
reducido, que se mide como una reaccioén de punto final a 340/658
nm. Precision <4.6%.

Fosfatasa alcalina: Atellica ® CH Alkaline Phosphatase,
Concentrated (ALP_2c). ElI ensayo Atellica ® CH Alkaline
Phosphatase, Concentrated (ALP_2c) se basa en el procedimiento de
referencia principal para la medicién de la actividad catalitica de la
fosfatasa alcalina a 37°C segun lo describe la Federacion

Internacional de Quimica Clinica (IFCC). EI método de fosfatasa
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alcalina se basa en un procedimiento publicado por Bowers y
McComb, que ha sido recientemente revisado por Rej. Este ensayo
responde a todas las isoenzimas de fosfatasa alcalina presentes en el
suero humano. La fosfatasa alcalina cataliza la transfosforilacion del
p-nitrofenilfosfato (p-NPP) a p-nitrofenol (p-NP) en presencia del
tampon de transfosforilacion, 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP). La
reaccion se mejora mediante el uso de iones de magnesio y cinc. El
cambio en la absorbancia a 410 nm debido a la formacion de p-NP es
directamente proporcional a la actividad del Atellica CH Alkaline
Phosphatase, Concentrated (ALP_2c), ya que los demas reactantes
estan presentes en cantidades que no limitan la cinética de la
reaccion. El cambio se mide mediante una técnica de cinética
bicromatica (410/478 nm). Precision £1.5%.

Albumina: se utilizé Atellica® CH Albumin (Alb). El ensayo Atellica®
CH Albumin (Alb) se basa en el método de Doumas, Watson y Biggs
y en él se usa verde de bromocresol (BCG) como colorante de
reaccion. La albumina en suero o plasma se une cuantitativamente al
BCG y forma un complejo albumina-BCG que se mide como reaccién
de punto final a 596/694 nm. Precision <2.4.

PTH intacta: se realiz6 mediante Atellica® IM Intact Parathyroid
Hormone (PTH). El ensayo Atellica® IM Intact Parathyroid Hormone
(PTH) esta previsto para uso diagnaostico in vitro a la hora de realizar
la determinacién cuantitativa de hormona paratiroidea intacta en
plasma y suero humanos con el Atellica® IM Analyzer. El ensayo

Atellica IM PTH es un inmunoensayo no competitivo de doble punto
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utilizando la tecnologia quimioluminiscente directa, que emplea
cantidades constantes de 2 anticuerpos anti PTH humana. El primer
anticuerpo, en el reactivo Lite, es un anticuerpo de raton anti PTH N
terminal marcado con éster de acridinio. El segundo anticuerpo es un
anticuerpo de ratén frente al extremo C-terminal de la PTH humana,
ligado a biotina y acoplado a particulas de latex paramagnéticas
recubiertas de estreptavidina en la fase sélida. Existe una relacién
directa entre la cantidad de PTH intacta presente en la muestra del
paciente y la cantidad de unidades relativas de luz (RLU) detectadas
por el sistema. Precision <7.8%.

25- hidroxicolecalciferol: se analiz6 mediante quimioluminiscencia
automatizada (inmunoensayo competitivo directo) para la
determinacion cuantitativa del total de 25(OH)2D en suero (D2 + D3)
en un Liaison® XL Analyzer (DiaSorin, Stillwater, Minnesota, USA).
Las muestras de suero son sometidas a una fase de pretratamiento
para desnaturalizar la VDBP. Estas muestras tratadas se neutralizan
después con un tampon y se afiade un anticuerpo policlonal de oveja
anti-250H vitamina D marcado con un derivado del éster de acridinio.
Tras una fase de incubacion se afaden particulas magnéticas
enlazadas a 25(0OH)2D. Después de una nueva fase de incubacion las
particulas magnéticas se capturan utilizando un iman. Tras una fase
de lavado y la adicién de reactivos desencadenantes, la luz emitida
por el acridinio esta inversamente relacionada con la concentracién
de 25(0OH)2D de la muestra. La sensibilidad es de 4 ng/ml;

Especificidad: reaccién cruzada con 1,25(0OH)2D 8%, 1,3 % con el
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3-epimero. Reproducibilidad intra e interensayo <8 y <12 %
respectivamente. Se considera suficiencia de vitamina D un valor >20
ng/ml y se recomienda asi mismo no pasar de 60 ng/ml. La
metodologia utilizada se encuentra estandarizada frente al material de
referencia estandar certificado SRM 972a. El laboratorio de
Bioquimica del HUMV ddénde se han medido los niveles de 25(0OH)2D
participa en el programa de control externo de calidad DEQAS y posee
el sello de calidad de dicha entidad.

1,25 dihidroxi-Vitamina D (D2+D3): se analizdé mediante
inmunoensayo especifico de tipo competitivo en placa recubierta
(KAP 1921 de DiaSource, DiaSource Immunoassays, Belgium). En
una primera fase del ensayo, previo a la incubacion en placa, existe
una fase de extraccion en fase solida (columna) con solventes
organicos para eliminar interferencias. Tras la elucion de la muestra
pretratada se procede a la incubacion en placa recubierta de
anticuerpos especificos anti-1,25-dihidroxi vitamina D para la reaccion
competitiva con un concentrado de 1,25 vitamina D conjugado. La
cantidad se determina espectrofotométricamente (absorbancia de los
puntos de la curva y de las muestras) siendo la absorbancia
inversamente proporcional a la concentracion en la muestra. Segun
técnica, sensibilidad 0,8 pg/ml; <0,01 % de reactividad cruzada con
otras formas de vitamina D (25-OH-Vitamina D y 24-25-
dihidroxivitamina D); reproducibilidad intra e interensayo: <15 %.
FGF23 intacto: el FGF23 en su forma intacta se determiné en plasma

EDTA mediante inmunoensayo tipo sandwich (ELISA), Human FGF23

65



(intact) ELISA kit (Immunotopics Inc, San Clemente, CA, USA).
Durante la primera incubacion, el FGF23 se une al Ac monoclonal anti-
FGF23. El Ac no unido se elimina mediante lavado. Después del
lavado, se afade biotina conjugada. La biotina no unida se elimina
mediante lavado. En el siguiente paso, se anade la solucion de
estreptavidina-HRP, se vuelve a lavar y se afade el sustrato
cromogénico TMB. Finalmente, la reaccion se detiene mediante la
adicidon de un reactivo de parada y se mide la absorbancia a 450 nm.
La concentracion de FG23 es directamente proporcional a la
absorbancia en cada pocillo de muestra. Sensibilidad 1.5 pg/ml. El
CV% intraensayo es de <4% e interensayo de <9%. Este ensayo no
presenta reactividad cruzada con fragmentos del FGF23 N-terminal
(25-179) o C-terminal (180-251). El fabricante no aporta datos de
valores de referencia indicativos. FGF23 intacto también se determino
mediante otro método basado en quimioluminiscencia automatizada
en un Liaison XL Analyzer®. En este caso la sensibilidad es de 5 pg/ml
y la reproductibilidad intra e interensayo fue de <4 y <8%
respectivamente.

FGF23 C-terminal: el FGF23 C-terminal se determiné en plasma
EDTA mediante inmunoensayo tipo sandwich (ELISA) (Biomedica Bi-
20702). La sensibilidad fue de 0.1 pmol/l/ (1 pg/ml = 0.133 pmol/l) y la
variabilidad intra e interensayo fue <10% y <12%. respectivamente.

Valores de referencia en sujetos aparentemente sanos 1.3 pmol/l.
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3.2.5 Técnicas genéticas

En el estudio genético se analizé un panel personalizado de 12 genes
relacionados con el metabolismo del fosforo: ALPL, CLCN5, CYP27B1, DMP1
(fosfoproteina acida de matriz dentinaria 1), ENPP1, FAM20C, FGF23, FGFR1,
GNAS, PHEX, SLC34A3 y VDR). Se prepararon bibliotecas de ADN con el kit
SureSelect QXT (Agilent) que posteriormente fueron secuenciadas en la
plataforma MiSeq (lllumina). La identificacion de las bases se establecidé con un
Q30 > 90 % y las lecturas se alinearon con el genoma de referencia GRCh37.
Para el filtrado y analisis de variantes se utilizé la plataforma Alissa (Agilent). El
analisis de variacion del numero de copias se realizé con el software DECoN

v1.0.2 (148).

3.2.6 Interpretacion de resultados genéticos

La clasificacidn de las variantes genéticas detectadas se realizé de acuerdo
con las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)

(149):

I: variable benigna.
- II: variable probablemente benigna.
- lll: variante de significado incierto.

- IV: variante probablemente patogénica.

V: variante patogénica

Ademas de realizar una comparacion y busqueda de las variantes halladas
en grandes bases de datos poblaciones de mutaciones genéticas (Human Gene
Mutacién Database, ClinVar...), se utilizdé la clasificacion CADD (Combined

annotation-dependent depletion) como algoritmo de prediccion para medir el
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caracter nocivo de las variantes genéticas. Se espera que una puntuacion CADD

>15 identifique las variantes potencialmente dafinas en el genoma (150).

3.2.7 Andlisis estadistico

Para evaluar la distribucion normal de las variables cuantitativas se utilizo el
test de Kolmogorov-Smirnov. Los datos se expresaron con la media y su

desviacion estandar (DE).

Para detectar las diferencias entre dos variables cuantitativas se utilizé la t de
Student (si la distribucién es normal), la prueba de Mann-Whitney (como prueba
no paramétrica), la prueba de ANOVA para comparar varios grupos con
distribucion normal o el test de Friedman como prueba no paramétrica. Para
detectar diferencias entre dos variables cualitativas la Chi? o el Test de Fisher en
los andlisis de una N muy pequefa (<5). Se consideré una significacion
estadistica el valor p<0,05. Los datos fueron analizados con el programa

estadistico SPSS (Stadistical Package for social Sciences, Chicago, IL, USA).
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4. RESULTS
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Electronic charts of 1287 patients with at least one measurement of P<2.2
mg/dL were reviewed, looking for data suggestive of secondary causes of
hypophosphatemia. Of the 1287 patients, 68.2% were male and 31.8% were
female with a median age of 47 years (range 18-56 years) and a mean age of 45

+ 8 years.

Up to 51.47% (n=663 patients) had other analyses with normal P levels
(>2.4 mg/dl) and no record of underlying pathology, so further studies were not

done in this group.

Of the sample, 8.39% (n=108) presented a single determination of P
between 2.1 and 2.4 mg/dl, without any relevant finding in the clinical history or

any other altered investigations.

After chart review, causes of secondary hypophosphatemia were detected
in 17.40% (n= 224 patients), including toxic habits, history of illnesses, and drug
intake, that could be causing hypophosphatemia at the time of the analyses. We
excluded 14 patients (1.09%) due to death at the time of the medical record

review.

Alcoholism caused chronic hypophosphatemia in 3.34% (n=43), making it
the most frequent cause. Primary hyperparathyroidism was diagnosed in 2.95%
(n=38) and secondary hyperparathyroidism associated to vitamin D deficiency in

1.01% (n=13).

Of 210 patients alive with chronic hypophosphatemia, 1.70% (n=23) had
received a kidney transplant, 0.39% (n=5) had undergone a bone marrow
transplant and n=1 (0.08%) a lung transplant (those cases escaped our

algorithms for exclusion criteria). Among the cases of drug-related
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hypophosphatemia, 2.02% (n=26) were taking antiretroviral drugs, particularly
tenofovir (n=22). Hypophosphatemia occurred in 1.16% (n=15) of cases following
intravenous iron administration. Additionally, 1.79% cases (n=23) had previously
undergone bariatric surgery and, 0.39% of cases (n=5) had hypophosphatemia

secondary to an eating disorder.

Less frequent causes included 3 patients (0.23%) with severe acute
hypoposphatemia caused by diabetic ketoacidosis, whereas 0.23% (n=3) had

inflammatory bowel disease.

Miscellaneous causes were identified in 0.93% (n=12): 1 patient was
diagnosed with Familial Hypocalciuric Hypercalcemia (FHH), 1 with
Osteogenesis Imperfecta (Ol), 2 were under renal replacement therapy, 1
developed a hungry bone syndrome following a parathyroidectomy performed
because of a parathyroid gland carcinoma, 2 cases of hypophosphatemia had
been detected in patients with acute psychotic decompensation, 1 had a
pheochromocytoma and, another patient had Wilson's disease. Three other
patients had KDIGO grade 3b-grade 4/A2 renal disease and no further studies of

hypophosphatemia were carried out.

In 22.69% patients (n=292) we did not identify a clear cause of
hypophosphatemia after chart review, so they were initially selected for further
clinical, biochemical, and genetic assessment in the outpatient clinic. However,
of the 292, we later excluded 103 patients (14.22%): 8% (n=103) because we
were not able to contact them after several attempts by telephone or by surface
mail and, 6.22% (n=80) because they refused to participate in the study. Finally,

109 patients (8.47%) were assessed in the clinic.

73



4.1 Clinical variables

Of the 109 patients evaluated in the clinic, 76% (n=83) were men and 24% (n=26)

were women, with a median age of 50 years (range 18-55)

Table 4. Medical history of patients evaluated in the clinics.

Tobacco
- Active smoker 18 (17)
- Never smoker 58 (53)
- Former smoker 33 (30)
Alcohol
- Daily consumption 22 (20)
- Weekly consumption 34(31)
- No consumption 53 (49)
Cardiovascular risk factors
- Hypertension 37 (34)
- Dyslipidemia 34 (31)
- Diabetes Mellitus type Il 11(10)
Developmental issues™* *
- Prematurity 1(1)
- Growth retardation 1(1)

Calcified tissues problems

- History of fracture 49 (45)

34 (31)

* None of the patients had low birth weight. Changes in menarche were not
documented in any of the women.

- Dental problems

** The fracture mechanism was traumatic in 48 patients and spontaneous in 1.

Out of all 109 patients, 51 did not have any children, while the other 53%
had between one and three children. Of them, one had renal dysgenesis, one

sensorineural hearing loss, and one epilepsy since childhood.
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An examination of the current medication list revealed that 38% were

without any treatment and 62% were on drug therapy.

Figure 9. Percentages of patients receiving drug therapy.

Percentage of patients under any treatment

= No treatment =1 drug =2 drugs 3 or more drugs

The most frequent treatments were ACE inhibitors and angiotensin Il

receptor blockers (ARBs), followed by statins and diuretics, including loop

diuretics and thiazide-type diuretics.
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Figure 10: Bar graph representing the number of patients with different types of
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Regarding the family history, the father's height could be recalled in 85
patients, with a mean of 172 cm (SD % 7), and the mother's height in 83, with a

mean of 163 cm (SD % 5).

In 14% of cases (n=15), there was a family history of potentially relevant
abnormalities: a first-degree relative of 7 patients had sensorineural hearing loss,
the mother and maternal grandmother of one patient had degenerative bone
disease with early death without a definitive diagnosis, 1 patient had a first degree
relative with Charcot Marie-Tooth disease, 1 with a nephrectomy for unidentified

cause, 1 with Addison disease, 1 with alpha 1 antitrypsin deficiency, 1 with
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hemochromatosis, 1 with recurrent nephrolithiasis, 1 with sarcoidosis and, 1 with

minor thalassemia.

In the physical examination, we applied Beighton scale to assess joint
hypermobility. In total, we evaluated 101 patients (92.7%). The majority of

patients achieved a score of 0 (n=68). None had a score over 4 (Figure 11).

Figure 11. Ligamentous hypermobility assessed using the Beighton scale.

2%
3% A

mScore0 =Scorel =Score2 =Score3 =Score4 =No valorados

Among the 109 patients, 7% were diagnosed with minor facial dysmorphic
features. Specifically, 6 had a high-arched palate, 1 had prognathism, and
another patient had retrognathia. Missing some dental pieces wase reported in

39%.
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Heart murmurs were detected in 2%. Skeletal thorax abnormalities were
present in 16% of the patients: 11 had scoliosis, 7 had thoracic kyphosis, 3 had

lumbar hyperlordosis, and 1 had pectus excavatum.

We also found had mild leg deformities in 11% of patients, 9 had genu

varum, and 3 genu valgus.

Other specified deformities found on physical examination included a short

neck, mild gynecomastia, and camptodactyly (each in one patient).

4.2 Biochemical tests

Of the 109 patients, only 39 had serum P<2.3 mg/dL at the time of clinic
assessment (referred to as “Serum P at study visit”). The mean serum level of P

was 2.6 mg/dL with a range of 1.5 mg/dL to 4.4 mg/dL.

No relationship was found between the serum P at the visit and
cardiovascular risk factors (hypertension, dyslipidemia, type 2 diabetes mellitus),
although the mean serum level was slightly higher in those with cardiovascular

risk factors.

We did not find significant differences in current P levels between patients

with and without a history of fractures or dental problems (p>0.05). (Table 5).
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Table 5. Mean P levels (mg/dL) according to personal history.

I

Hypertension

- Yes (n=37) 2.6 (0.6)
- No (n=72) 2.5(0.5)
Dyslipidemia

- Si(n=34) 2.6 (0.4)
- No (n=74) 2.6 (0.6)
Diabetes Mellitus type |l

- Si(n=11) 2.7 (0.5)
- No (n=98) 2.6 (0.5)
History of fractures

- Yes (n=49) 2.5 (0.6)
- No (n=60) 2.6 (0.5)
Dental problems

- Yes (n=49) 2.6 (0.7)
- No (n=60) 2.6 (0.5)
Mean (SD)

Calcium, albumin, magnesium, PTH, vitamin D, hydroxyvitamin D, thyroid
function, and renal function tests were performed. Creatinuria, phosphaturia, and

calciuria were also analysed (Table 6).
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Table 6. Mean values and standard deviation (SD) of various biochemical

parameters.

Calcium (mg/dL)

Albumin (g/dL) 109 4.6 0.2
Magnesium (mg/dL) 109 1.9 0.2
PTH (mg/dL) 109 68 45

25(0H)2D (ng/mL) 109 21.9 8.4
1,25(0H)2D 56 28.6 11.0
(pg/mL)

TSH (mg/dL) 92 1.6 1.0
Calciuria (mg/dL) 25 12.5 6.0
Urinary creatinine 26 125 57

(mg/dL)

Urinary phosphorus 26 58. 27

(mg/dL)

(PTH parathormone, TSH thyroid stimulating hormone)
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Table 7. Levels of 25 hydroxyvitamin D (ng/mL), 1,25 hydroxyvitamin D (pg/mL)
and FGF23 ELISA (pg/mL), FGF23 LIAISON (pg/mL), and cFGF23 (pg/mL) in the
groups of patients with normal and low P levels at the study visit.

N (%)

Parameters P>2.3 P<23 All patients

mg/dL mg/dL (n=109)
n=70 n=39

25 hydroxyvitamin D (ng/mL)
>30 14 (20) 6 (15.4) 20 (18.3)
20-30 27(38.6) 18(46.2) 45 (41.3)
<20 29(41.4) 15(38.5) 44 (40.4)

1,25 hydroxyvitamin D (pg/mL)

>66 0 (0) 0 (0) 0 (0)
26-66 17 (24.3) 15 (38.5) 32 (29.4)
<25 11/15.7) 13(33.3) 24(22)
Intact FGF23 ELISA (pg/mL)
>50 6 (8.6) 7 (17.9) 13 (11.9)
31-50 8 (11.4) 7 (17.9) 15 (13.8)
<30 12 (17.1) 16 (41) 28 (25.7)
Intact FGF23 LIAISON (pg/mL)
>50 10 (14.3) 8 (20.5) 18 (16.5)
31-50 4 (5.7) 4 (10.3) 8 (7.3)
<30 0 (0) 0 (0) 0 (0)

We also explored the relationship between serum P and other biochemical
parameters (PTH, Calcium, TSH, free T4, vitamin D, 25-hydroxyvitamin D, and
magnesium). No statistically significant correlations were found (p>0.05) (table

8).



Table 8. Lack of correlation between P levels and other biochemical parameters

Phosphorus (mg/dL)
0.26 0.11

PTH (mg/dL)

Calcium (mg/dL) 0.27 0.10
TSH (mg/dL) -0.20 0.28
25-hydroxyvitamin D (ng/mL) 0.03 0.88
1,25-hydroxyvitamin D (pg/mL) 0.18 0.19
Magnesium (mg/dL) 0.25 0.12

There were moderate correlations between plasma calcium and plasma
creatinine levels (r=0.563, p=0. 003) and, between the levels of calcium and

magnesium (r=0.428, p=0.001).

Intact FGF23 was determined by ELISA in 61% of cases (n=56). In 55%
(n=50) the C-terminal fraction of FGF23 (cFGF23) was also measured by ELISA.
Besides, intact FGF23 was estimated by using a chemiluminescence assay
(Liaison) in 26 cases.

We analysed the relationship between hypophosphatemia and serum
FGF23 levels measured by the three methods in patients and in 9 controls.

No statistically significant association was found between FGF23
measurements by either method and plasma P levels in study cases or in

controls (p>0.05).
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Table 9. Comparison among intact FGF23 ELISA, intact FGF23 LIAISON, and
cFGF23 in patients with serum P < 2.3 mg/dL, patients with serum P >2.3 mg/dL,
and controls. P values represent the statistical significance of the comparison of
FGF23 levels, measured with each of the three methods, across the three groups.

- FGF23 ELISA FGF23 LIAISON
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

Mean Mean Mean

(SD) (SD) (SD)

Controls 9 36.0 6 67.9 9 15.1
(10,7) (22.7) (14.7)

P<2.3 20 36.9 9 66.4 18 13.1
mg/dL (29.7) (22.7) (13.3)
P>2,3 36 42.3 17 73.0 32 11.5
mg/dL (33.1) (30.3) (7.3)

Total 65 398 071 32 702 082 59 125  0.63
(27.1) (26.5) (10.5)

(SD) standard deviation
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Figure 12. Serum FGF23 analysed with different methods in patients with
hypophosphatemia at study visit, normal serum P at the study visit and in controls.
The medians of the FGF23 Liaison values were greater than the medians of the
FGF23 ELISA values. The median of the FGF23 Liaison controls (red) was 67.8,
in the P< 2.3 mg/dL group 62.2, and in the P>2.3 mg/dL group 69.4. The median
of the FGF23 ELISA controls (blue) is 38.6, in the P< 2.3 mg/dL group is 38.9,
and the P>2.3 mg/dL group is 28.8. There is a greater variability of serum
phophate in the patient group than in the control group. There are two outliers
with higher values that are represented by * and -.
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We also calculated the tubular reabsorption rate (TRP) in 26 patients,
obtaining a mean of 81.0% (SD 10.6). The maximum tubular reabsorption of
phosphate for the glomerular filtration rate (TmP/GFR) showed a mean value of
2.0 (SD 0.5).

There was not statistically significant correlation between the serum P levels and
TRP (p=0.53). However, there was a positive correlation between serum P and

Tmp/GFR (p<0.01).
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Figure 13. Correlation analysis between P and TRP and between serum P levels
and Tmp/GFR. There is a statistically significant positive correlation (r=0.794)
between serum P and Tmp/GFR levels. However, there is no correlation between
serum P levels and TRP.
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4.3 Genetic tests

Of the 109 patients, the genetic study was performed in 42 patients without

a clear cause of hypophosphatemia: 30 (71,4%) of them had P<2.3mg/dl and 12

patients (28,6%) had P>2.3mg/dl at the study visit but previously showed

unexplanied low phosphorus levels. (Figure 14).

Figure 14. Flow diagram of the 109 individuals examined. At the time of the visit,
39 patients had serum P levels <2.3mg/dL and 70 patients had P levels
>2.3mg/dL. Clinical and biochemical tests showed 10 patients with primary
hyperparathyroidism and 29 with vitamin D deficiency. Two patients had already
been diagnosed with XLH. In the end, 42 patients were subject to a genetic study.
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We identified 14 carriers of 13 novel variants of genes related to phosphate

metabolism. Of them, 13 patients had a novel allelic variant that had not been

previously reported. We did not identify potentially pathogenic variants in 28

patients.

86




The most commonly affected genes were SLC34A3 (n=3), VDR (n=3) and
PHEX (n=2). One patient with low serum phosphorus without clear cause had a
SLC34A3 variant classified as likely benign. Another patient with a SLC34A3
variant, classified as likely pathogenic, had mild hypercalciuria, a small kidney

stone and a low serum phosphorus.

We could also identify variants in CYP27B1 (n=1), DMP1 (n=1), CLCN5

(n=1), SMAD3 (n=1), FGFR1 (n=1) and, ENPP1 (n=1) (Table 10).

Two patients with PHEX mutations were siblings and the oldest one had
already been diagnosed of hypophosphatemic rickets. They had severe skeletal
phenotype with short stature (132 and 135 cm, respectively) and, one of them
had severe leg deformities that required corrective surgery. They had a novel
variant classified as likely pathogenic. Apart from these two siblings, no other
patient had a severe skeletal phenotype. Most patients were asymptomatic or
had just mild manifestations. One patient with a SMAD variant had suffered from

hip fracture after a minor trauma.

Table 10 shows the index patients with genetic variants and the

biochemical parameters of each patient.

Table 11 shows the comparison of some of the most relevant biochemical
parameters between patients with a positive genetic study and those with a

negative genetic study.

We also compared the patients with a positive genetic study and the whole
sample of patients studied at the study visit. P levels were lower in patients with

a positive genetic study compared to the global group (p<0.01). We did not find
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any other statistically significant difference between both groups of patients

regarding the variables analyzed.
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Table 10. Index patients with genetic variants

Variant ACGM Serum P Lowest Serum PTH | 25(OH)D | 1,25(OH)2
classification at study serum P | calcium [ ng/ml ng/ml D
visit, mg/dl mg/dl mg/dl pg/ml

1 F SLC34A3 Tyr414Ter
2 M 52 VDR Ala303Ala" - VUS 2.3 23 10.7 69 30 46 52
3 M 49  CYP27B1 Arg104Trp 242 VUS 2.6 2.1 9,4 62 12 12 200
4 M 51 VDR Asp65Gly 23.6 VUS 2.2 1.7 9.4 95 23 30 46
5 F 53  SLC34A3 Arg485His 272 LB 1.8 1.6 10.3 47 21 14 20
6 M 49 DPM1 Asp478Ala 22.7 VUS 2 1.9 9.2 56 31 - 6
7 M 43  SLC34A3 c.1094-14G>A - VUS 2.1 1.8 10.3 55 16 7 29
(p.?) @
8 F 43 SMAD Glub2Lys 259 VUS 2.7 21 9.7 59 36 - 7
9 M 41 CLCN5 Val699lle 22.2 VUS 2 1.8 9.5 58 24 23 53
10 M 27 VDR Met1 24 VUS 1.5 1.5 9.5 52 11 33 22
11 M 50 FGFR1 Ser219Phe 26.8 VUS 1.8 1.8 10.2 55 11 35 28
12a F 32 PHEX Phe654Ser LP 2.2 2.2 9.6 85 8 19 89
12b(2) F 33 PHEX Phe654Ser 29.7 LP 1.7 1.9 9.2 100 25 28 50
13 F 44 ENNP1 His535Arg 255 VUS 2.3 21 8.1 38 26 71 36

(1) Possible splicing interference (2) patients 12a and 12b are siblings. CADD, Combined Annotation
Dependent Depletion; VUS, variant of unknown significance; LP, likely pathogenic; LB, likely benign
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Table 11: Biochemical parameters of patients with a positive genetic test, in comparison with those with a negative genetic study,
and with the remaning patients studied (this is, those with negative genetic study plus those not subjected to genetic study).

Patients with a positive Patients with negative All patients
genetic test genetic test
(N=14) (N=28) (N=95)

Mean (SD) Mean (SD) P value Mean (SD) P value
P at study visit (mg/dL) 2.1 (0.3) 2.3 (0.4) P=10.20 2.6 (0.5) P<0,01
Calcium (mg/dL) 9.7 (0.4) 9.7 (0.3) P=0.52 9.8 (0.5) P=0,83
PTH (mg/dL) 63.2 (20.3) 53.5 (21.7) P=0.17 68.8 (20.3) P=0,44
25 hydroxyvitamin D (ng/mL)* 23.9 (11.5) 23.4 (6.7) P=0.85 21.6 (8.0) P=0,47
1,25 hydroxyvitamin D 27.2 (10.9) 26.7 (10.3) P=0.88 29.0 (11.2) P=0,62
(Pg/mL)*
FGF23*** 45.6 (46.1) 29.4 (12.3) P=0.09 38.7 (20.9) P=0,60

* 25 hydroxyvitamin D (ng/mL) was measured in 12 patients. **25 hydroxyvitamin D (ng/mL) was measured in 44 patients.
***EGF23 was measured in 42 patients.
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4.4 Family segregation studies

We also studied 10 relatives of six patients with gene variants: 8 of them

also carried the variant present in the index individual (Table 12).

None of the relatives had any symptoms. Only one relative with a variant

in CLCNS5 had P levels <2.3mg/dL. All relatives were asymptomatic.

Pedigree details are shown in Figure 15. We did family segregation studies in

Family 1, Family 3, Family 6, Family 7, Family 8 and Family 9.

Table 12. Index patients and relatives with mutations

Index Relatives,
Patients, n n

SLC34A3 3 3
VDR 3 1
PHEX 2

CYP27B1
DMP1
CLCNS
SMAD
FGFR1
ENPP1

. . N . T N

All 14 8
(* Two sisters with known XLH)
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Figure 15. Pedigrees of patients with genetic variants

Family 1: p.Tyr414Ter. SLC34A3 gene.

)

N 1
o
A B A

Family 4: p.Asp65Gly. VDR gene

1@

m o [

Family 7: ¢.1094-14G>A. SLC34A3 gene

Ll O
o -m B [

Family 9: p.Val699lle. CLCN5 gene

0O

l
m o C

Family 3: p.Arg104Trp. CYP27B1 gene

[

96.®

Family 6 p.Asp478Ala. DPM1 gene

G

!
gb ©,

Family 8: p.Glu52Lys. SMAD3 gene

Family 12: Phe654Ser, PHEX gene

D Unknown affected male
O Unknown affected female
A Unknown affected child
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B Male carrier
® Female carrier
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Table 13.Individuals with gene variants and family members studied.

Family [ Sex, Variant Serum Lowest TmP/GE I serum CalCr PTH
M/F Phosphorus serum . mg/mg
at study phosph R mg/dl calcium
visit, mg/dl| orus, mg/dl
mg/dl
B 52

25(0H)D,
ng/ml

1,25(0H)2D | FGF23 | ACMG
classification

SLC34A3 Tyr414* 2.1 21 64.8 1.4 10.0 0.24

21 38 Likely
pathogenic
2 1 M 17 SLC34A3 Tyr414* 315 3.5 88.9 34 10.1 0.01 36 42 - - Likely
pathogenic
) 2 M 52 VDR Ala303Ala" 2.3 2.3 - - 10.7 - 69 30 46 52 Variant of
uncertain
significance
4 8 M 49 CYP27B1 Arg104Trp 2.6 2.1 - - 9.4 - 62 12 12 200 Variant of
uncertain
significance
5 8 M 61 CYP27B1 Arg104Trp 3.1 3.1 71.8 2.2 9.6 0.16 87 12 50 35 Variant of
uncertain
significance
6 3 B 58 CYP27B1 Arg104Trp 315 3.5 93.0 3.8 10 0.04 84 6 14 62 Variant of
uncertain
significance

7 4 M 51 VDR Asp65Gly 2.2 1.7 65.1 1.3 9.4 - 95 23 30 46 Variant of
uncertain
significance

8 4 M 18 VDR Asp65Gly 4.5 4.5 83.9 3.8 104 0.13 44 22 33 37 Variant of
uncertain
significance

9 5 F 53 SLC34A3 Arg485His 1.8 1.6 - - 10.3 - 47 21 14 20 Likely benign

10 6 M 49 DPM1 Asp478Ala 2 1.9 65.1 1.3 9.2 0.06 56 31 - 6 Variant of
uncertain
significance

11 6 F 37 DPM1 Asp478Ala 2.8 2.8 86.4 23 9.4 0.06 60 28 53 32 Variant of
uncertain
significance

12 7 M 43 SLC34A3 c.1094- 2.1 1.8 - - 10.3 - 55 16 7 29 Variant of

14G>A (p.?) uncertain
significance

93



Family ] Sex, Variant Serum Lowest TmP/GF | Serum 25(0H)D, 1,25(0H)2D § FGF23 | ACMG
M/F Phosphorus serum R mg/dl calcium ng/ml classification
at study phosph mg/dl
visit, mg/dl orus,
mg/dl
F 51 SCL34A3 c.1094- 31 33 Variant of
14G>A (p.?) uncertain
significance
14 7 M 48 SCL34A3 c.1094- 2.7 2.7 87.7 24 9.6 0.05 38 14 12 30 Variant of
14G>A (p.?) uncertain
significance

15 8 F 43 SMAD Glu52Lys 2.7 21 - - 9.7 - 59 36 - 7 Variant of
uncertain
significance

16 8 F 15 Negative - 3.7 3.7 90.7 3.7 10 0.08 34 13 - 31 -

17 9 M 41 CLCN5 Val699lle 2 1.8 - - 9.5 - 58 24 23 53 Variant of
uncertain
significance

18 9 M 33 CLCN5 Val699lle 2.2 21 76.5 1.7 9.3 0.08 76 13 9 34 Variant of
uncertain
significance

19 9 M 37 Negative - 27 2.7 99.7 2.7 9.7 0.11 89 15 41 47 -

20 10 M 27 VDR Met1 1.5 1.5 93.7 1.7 9.5 0.19 52 11 33 22 Variant of
uncertain
significance

21 11 M 50 FGFR1 Ser219Phe 1.8 1.8 89.7 1.9 10.2 0.02 55 11 35 28 Variant of
uncertain
significance

22 12a F 32 PHEX Phe654Ser 22 2.2 86.0 1.8 9.6 0.06 85 8 19 89 Likely
pathogenic

23 12b(2) = 33 PHEX Phe654Ser 1.7 1.9 94.7 2.2 9.2 0.1 100 25 28 50 Likely
pathogenic

24 13 B 44 ENNP1 His535Arg 23 21 94.5 2.8 8.1 - 38 26 71 36 Variant of
uncertain
significance
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4.5 Global results of patients with chronic hypophosphatemia

After the clinical and analytical assessment of 109 patients in the clinic,

several cases of secondary causes of hypophosphatemia were identified.

Serum P normalized to levels >2.3 mg/dL in 70 of 109 patients. Among
those 70 patients, 38 patients normalized the serum P level and had no other
relevant abnormalities in the biochemical analyses performed at the time of the
assessment. Thus, after adding those patients to those identified in the previous
stage of the study, the overall percentage of patients with hypophosphatemia who

had normal P at some time point raised from 51.6 (n=663) to 54.5% (n=701).

Considering globally the whole study, we identified 10 patients with primary
hyperparathyroidism and 29 with secondary hyperparathyroidism associated with
vitamin D deficiency. In one case, hypophosphatemia was due to chronic alcohol

consumption.

In 14 patients (1.1%), the genetic analyses revealed variants in genes
related to P metabolism (including 2 patients with normal serum phosphorus at

study visit).

Despite of conducting an extensive study, including a genetic analysis, we

did not find the cause of hypophosphatemia in 17 patients (1.3%).

Table 14 shows the secondary causes identified before carrying out the

clinical evaluation and after the dedicated study visit.
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Table 14. Causes of secondary hypophosphatemia detected pre-assessment
and post-assessment.

Hypophosphatemia causes Frequency No. (%) Frequency No.

Prior to clinical and (%) After clinical

analytical assessment and analytical

assessment
Other analyses with normal P levels 663 (51.5) 701 (54.5) *
Single determination of P (2.1- 2.4 mg/dI) 108 (8.4) 108 (8.4)
Non- participation 183 (14.2) 183 (14.2)
Primary hyperparathyroidism 38 (3.0) 48 (3.7)
Secondary hyperparathyroidism /Vitamin 13 (1.0) 42 (3.3)
D deficiency
Chronic alcoholism 43 (3.3) 44 (3.4)
Kidney transplant 23 (1.8) 23 (1.8)
Bone marrow transplant 5(0.4) 5(0.4)
Lung transplant 1(0.1) 1(0.1)
Antiretroviral drugs 26 (2.0) 26 (2.0)
Bariatric surgery 23 (1.8) 23 (1.8)
Eating disorders 5(0.4) 5(0.4)
Intravenous iron infusion 15 (1.2) 15 (1.2)
Diabetic Ketoacidosis 3(0.2) 3(0.2)
Inflammatory bowel disease 3(0.2) 3(0.2)
Others 12 (0.9) 12 (0.9)
Deceases 14 (1.1) 14 (1.1)
Unidentified cause 109 (8.5) 17 (1.3)
Genetic cause - 14 (1.1)
Total 1287 (100%) 1287 (100%)
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*Including the n=38 patients who normalized the serum P level in the
investigations performed at the time of the assessment.
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5.DISCUSSION
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5.1 Identification of 13 novel variants of genes related to phosphate

metabolism.

SLC34A3 and VDR were the genes with the highest frequency of variants.
Heterozygous VDR variants were found in 3 individuals, c¢.909C>T
(p.Ala303Alaa) (patient 2), c.194 A>G (p.Asp65Gly) (patient 4) and c.3G>A
(P.Met1?) (patient 10). Genetic analysis revealed two novel heterozygous
variants in SLC34A3, ¢.1242C>G (p. Tyr414Ter) (patient 1) and ¢.1094-14G>A
(p.?) (patient 7). We also identified a heterozygous variant previously described,
c.1454G>A (p. Arg485His) (patient 5) in the SLC34A3 gene. It appears included
in the Human Gene Mutation Database (HGMD®) as pathogenic and in ClinVar

as benign (152,169,170).

SLC34A3 codes for a NaPi-llc renal cotransporter protein. Heterozygous
loss-of-function mutations of the SLC34A3 gene are associated with FGF23-
independent hypophosphatemic rickets with hypercalciuria (OMIM #241530)
(129,153). Heterozygous individuals may show mild hypophosphatemia,
nephrocalcinosis and nephrolithiasis secondary to hypercalciuria (151). This
disorder associates normal levels of 25-hydroxyvitamin D and elevated 1.25
(OH)2D (Table 2.2) (154). However, none of the patients in the study with
heterozygous variants in SLC34A3 had elevated 1.25-(OH)2D levels and all of
them had vitamin D insufficiency. Low vitamin D levels may mask some
biochemical features of hypophosphatemic rickets with hypercalciuria. There are
previous reports of homozygous patients for a SLC34A3 mutation (c. 586G>A;
p.G196R) with normal phosphorus levels, low vitamin D levels and

nephrolithiasis(155).
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In terms of segregation analyses, Patient 1 had a 18-year-old son who
carried the SLC34A3 nonsense variant. The son had a phosphate level of 3.5
mg/dL, which may be difficult to interpret until he finishes his growth period.
Additionally, two relatives of Patient 7 were found to have the same SLC34A3
mutation. Their serum phosphate levels were close to the lower limit of the normal
range (2.5 and 2.7 mg/dL), while TRP was inappropriately normal and
TmP/GFGR was below normal limits. Unfortunately, we could not study any

relative of patient 5, who carried a missense variant.

VDR encodes the vitamin D receptor, which mediates the classical effects
of vitamin D metabolites, specifically 1,25(0OH)2D, the most active one. Biallelic
pathogenic variants of VDR, either single-nucleotide or structural, cause vitamin
D-dependent rickets type [IA (156) (OMIM#277440). This defect leads to
resistance to its ligand, resulting in a compensatory response with higher

circulating levels of 1,25(0OH)2D (157).

Three patients with mild hypophosphatemia and without clinical features
of hypophosphatemic rickets were heterozygous carriers of variants of unknown

significance (VUS) in VDR. All of them had 1,25(0OH)2D levels in the normal
range. The insufficient 25-hydroxyvitamin D levels in one patient may have

contributed to hypophosphatemia. None of the three variants found in the VDR
gene (p.Ala303Ala, p.Met1?, p.Asp65Gly) have been previously described and
their significance remains uncertain. A son of the index patient of family 4 was a

carrier of the variant, but he had normal serum phosphate.

PHEX gene encodes an endopeptidase expressed mainly in osteoblasts,

osteocytes, and teeth. Deleterious variants cause X-linked hypophosphatemic
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rickets (XLH, OMIM #307800). More than 800 different mutations have been
found. So far 574 mutations in PHEX gene have been described in HGMD®
(170). In most cases, it is inherited with a X-linked dominant pattern, but about
one third of patients may bear “de novo” mutations (131,158,169). Two siblings
were identified with a previously unreported PHEX variant (p. Phe654Ser). They
showed important clinical manifestations, including short stature, bone
deformities, and musculoskeletal pain because of rickets, despite having been

treated with active vitamin D and phosphate supplements since childhood.

XLH is the most genetic cause of clinically significant hypophosphatemia.
The frequency has been estimated at 1/25,000 live births (129), but the
prevalence would be considerably lower in our study (roughly 1/200,000).
Although we may have missed some patients, the number is unlikely to rise until
the commonly reported in the literature. Therefore, XLH seemed to be less
frequent in our region than in other regions, such as the United Kingdom, with an
estimated prevalence of 15 cases per million people (159). However, the
prevalence in the present study is not notably discrepant from the prevalence
reported in other countries. Rafaelsen et al. identified about four cases per million

inhabitants (1 per-60,000 children) in Norway (160).

Loss-of-function variants of PHEX are associated with increased levels of
FGF23. Burosumab, a humanized anti-FGF23 monoclonal antibody has been
shown to improve rickets manifestations compared to conventional treatment with
phosphate and active vitamin D. The rickets severity score (RSS), radiographic
changes, growth, and biochemical abnormalities were used to evaluate rickets
(131,161). Clinical studies have shown increases in renal phosphate
reabsorption, serum phosphate, and 1,25(0OH)2D levels in XLH adults treated
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with burosumab at a dose of 1mg/kg for 4 weeks (162,163). Burosumab has
been approved since 2018 in several countries and, its availability will certainly

improve the prognosis of patients in the future (164).

CYP27B1 encodes the 1 a-hydroxylase that converts 25-hydroxyvitamin
D into 1,25(0OH)2D (142). Mutations in this gene cause vitamin D-dependent
rickets type IA (OMIM#264700). One patient (Family 2) had a novel p. Arg104Trp
variant in the CYP27B gene. The low circulating levels of 1,25(0OH)2D are
consistent with diminished enzymatic activity. The 25(OH)2D levels would be
expected to be in the upper range of normal, in contrast to the 25(0OH)2D levels
of this patient, who had serum levels of 12 ng/ml. The levels of FGF23 serum
were unexpectedly increased (200 pg/ml), despite the fact that 1,25(0OH)2D is

known to regulate FGF23 expression positively (19).

We analysed the genetic inheritance patterns of two siblings of Family 2,
who shared the same mutation as the index patient. However, despite having the
same mutation, the siblings had normal levels of phosphate and FGF23. Although
the cause of hypophosphatemia in this patient is unclear, it could be attributed to
a rise in FGF23. Various disorders can rise FGF23 levels, including Tumour-
Induced Osteomalacia (T1O). TIO is a paraneoplastic syndrome caused by
mesenchymal tumours, which is associated with abnormal secretion of FGF23.
(95,165). It should be highlighted that we did not find any evidence of oncogenic

osteomalacia in this patient.

DMP1 gene encodes an extracellular matrix protein predominantly
expressed in osteocytes and odontoblasts. DMP1 is critical for osteoblast—

osteocyte differentiation, which is important for mineralization. DMP1 deficiency
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increases FGFG23 levels by poorly understood mechanisms, but it could
probably be attributed to enhanced FGFR signaling in osteocytes (166,167).
Homozygous mutations of the DMP1 gene cause autosomal recessive
hypophosphatemic rickets type 1 (OMIN#241520), which may be associated with

enthesopathy (166).

The patient with a novel variant in the DMP1 gene (p. Arg478Ala) had
FGF23 levels in the normal range. In addition, we identified a sibling who was a
carrier of the mutation and with normal FGF23 levels. Both findings argue against

the pathogenic role of the Arg478Ala variant.

Recessive X-linked hypophosphatemic rickets 1 or Dent disease type 1
(OMIM #300554) are caused by mutations in CLCN5. This gene encodes a
voltage-dependent chloride/proton exchanger. Dent disease type 1 is a renal
tubular  dysfunction, characterized by  proteinuria, hypercalciuria,
nephrocalcinosis, nephrolithiasis, and hypophosphatemia, among other
manifestations (168). So far 275 pathogenic variants in CLCN5 gene have been
described in HGMD® (170). An index patient in Family 9 and his brother, both
with persistent hypophosphatemia, carried a CLCN5 variant (p.Val699lle).
Another noncarrier brother had normal serum phosphorus. Thus, although
classified as VUS, the missense Val699lle variant seems to be functionally

relevant.

SMAD gene encodes the SMAD protein, which regulates the transcription
of TGF target genes (17,171,172). TGF is known to have complex effects on
skeletal homeostasis (173,174). SMAD3 mutations have been associated with 5-

10% of cases of Loeys-Dietz syndrome, known as LDS subtype 3
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(OMIM#603109) (175,176). Loeys- Dietz syndrome is characterized by late onset
vascular abnormalities, such as aneurysms, and arterial tortuosity, and usually
less prominent skeletal manifestations, including pectus carinatum/excavatum,

scoliosis, joint laxity or arachnodactyly (173,177,178).

A 43-year-old woman with spondyloarthropathy and an atraumatic hip
fracture carried a VUS (p.Glu52Lys) in the SMAD3 gene. The patient presented
intermittent hypophosphatemia, with serum values between 2.1 and 2.7 mg/dI. A
patient’s daughter who did not carry the variant had normal phosphate. Although
there is no reported association between SMAD3 variants and
hypophosphatemia, these findings would favour the functional relevance of the

variant and further exploration is warranted.

Pathogenic variants of FGFR1, the gene encoding fibroblast growth factor
receptor 1, have been associated with Osteoglophonic dysplasia
(OMIM#166250), a rare autosomal dominant disorder characterized by several
skeletal phenotypes such as craniosynostosis, facial dysmorphism, failure of
tooth eruption, and variable short stature (179). We identified a new variant
(p.Ser219Phe) of FGFR1 in a 50-year-old man with asymptomatic persistent
hypophosphatemia (1.8-2.4 mg/dL) and low TRP. The variant was present in
16% of reads, thus suggesting mosaicism. Some patients with FGFR1 variants
also present hypophosphatemia, due to increased urinary losses. The
mechanism has not been fully elucidated, but it may include the klotho-induced
conversion of FGFR1 into a FGF23 receptor (180). Mosaic status in this patient

might explain the mild phenotype.
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Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1 (ENPP1) catalyzes
the hydrolysis of ATP/GTP to AMP/GMP, generating extracellular inorganic
pyrophosphate. Alkaline phosphatase hydrolyses pyrophosphate to form two
phosphate molecules that can be incorporated into the mineralizing osteoid.
Overall, ENPP1 activity increases phosphate levels by providing a source of
phosphate, as well as decreasing its urinary elimination by inhibiting FGF23.
Pathogenic variants of ENPP1 cause autosomal recessive hypophosphatemic
rickets type 2 (OMIM#613312), which is associated with bone mineralization
defects due to renal phosphate wasting. Mutations in ENPP1 may have various
phenotypic consequences, such as arterial calcification, hearing loss, ossification
of the posterior longitudinal ligament, or pseudoxanthoma elasticum (181).
Patients with mutations in ENPP1 may have normal or increased levels of FGF23

(182).

In summary, we identified 14 individuals with persistent hypophosphatemia
presumably related to allelic variants of genes related to phosphate metabolism.
Most patients in this study had no symptoms or had minor ailments, such as
enthesopathy and slightly premature tooth loss, which cannot be linked with
certainty to hypophosphatemia. Although there is an association between the
identified mutations and low serum phosphate levels, their clinical significance

remains uncertain in most cases.

Family segregation may reveal the pathogenic significance in some cases. Due
to the fact that both sisters had typical clinical features of rickets as well as the
same genetic mutation, it is highly likely that the mutation in the PHEX gene is

pathogenic. The CLCNS variant may cause hypophosphatemia in family 9 since
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two siblings with the same mutation have low P levels, making it a likely

pathogenic variant.

Even though the son's blood showed normal P levels during growth, the
hypophosphatemia and symptoms in the index patient of family 1 could be due

to a mutation in the SLC34A3 gene.

The mutation found in SLC34A3 in family 7 could also be relevant. Unlike the
index case, who displayed abnormal P values, the siblings had P values within
the lower limit of normal. This discrepancy can be attributed to the phenomenon

of variable expressivity.

The variant found in the SMAD3 gene is certainly interesting. Despite the fact that
the association between hypophosphatemia and SMAD3 has not been
described, the genetic variant it could have some pathological significance as
SMAD3 regulates the transcription of several genes involved in bone

homeostasis.

The variant p.Ser219Phe of FGFR1 presents mosaicism, which could explain

mild hypophosphatemia and the fact that the patient is asymptomatic.

In the case of family 2 variants with CYP27B variants, family 4 with VDR variants,
and family 6 with DMP1 variants, familial segregation suggested that these

mutations are probably not the direct cause of hypophosphatemia in index cases.

5.2 Causes of secondary chronic hypophosphatemia

Causes of hypophosphatemia in hospitalized patients include a number of

conditions, with severe sepsis, diabetic ketoacidosis, major surgery, or trauma
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being the primary disorders that lead to hypophosphatemia (60,63). However, we
are not aware of previous studies about the prevalence and causes of chronic

hypophosphatemia in outpatients.

Our data show that persistent hypophosphatemia in outpatients has a
variety of causes. Prior to the specific evaluation in a dedicated outpatient
consultation, we found that excessive alcohol consumption, primary
hyperparathyroidism, organ transplant, and some drug therapies (antiretrovirals
and parenteral iron) are among the most frequent causes in the tertiary hospital

setting.

However, after evaluation in consultations, additional 29 patients with
secondary hyperparathyroidism/vitamin D deficiency, 10 patients with primary
hyperparathyroidism, and 1 patient with chronic alcohol consumption were

detected (Table 13).

Chronic alcohol intake causes tubular dysfunction producing Fanconi-like
syndrome. This dysfunction may be reversible after cessation of alcohol (79,107).
The patient identified in the consultations had fluctuations in P levels, likely

depending on periods with higher or lower alcohol intake.

The association of hypophosphatemia with solid organ transplantation was
common, and it may be due to multiple causes, such as surgery, the use of
diuretics, antibiotics, or immunosuppressants. Besides tubular dysfunction, in the
first weeks after renal transplantation there is an increase in FGF23 due to

unclear mechanisms, leading to hypophosphatemia (58,83,84).

Two of the 10 patients with primary hyperparathyroidism had a

hyperfunctioning parathyroid adenoma and they underwent surgery after
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confirmation by cervical ultrasound and Tc-99m MIBI scintigraphy. These two
patients had a history of recurrent renal colic and long-lasting asthenia. We
recommended annual PTH control for the other 8 patients with a slight rise in

PTH, who likely have a mild normocalcemic hyperparathyroidism.

Nephrolithiasis is present in about 20% to 60% in several series of
patients with symptomatic primary hyperparathyroidism (183,184 ). Nevertheless,
only a small percentage of individuals having kidney stones, up to 5%, are
affected by primary hyperparathyroidism (185). In our study, 20% of the patients
diagnosed with primary hyperparathyroidism in the clinical evaluation, had kidney

stones.

According to the results obtained in our study, renal stones secondary to
parathyroid disease in the general population is probably underdiagnosed.
Therefore, it is essential to carry out a metabolic assessment in patients with
recurrent bilateral nephrolithiasis. A repeated, but frequently neglected

recommendation.

Regarding the 29 patients with vitamin D deficiency, increased sun
exposure was advised in 9 patients with serum 25-hydroxyvitamin D levels
between 20 and 30 ng/ml without any other analytical alteration, and vitamin D
supplementation was initiated in the remaining 20 patients with levels below 20

ng/ml.

It is well known that vitamin D deficiency is very common in high latitude
countries with reduced Ultraviolet B (UVB) radiation (186). The incidence and
global prevalence of vitamin D deficiency in the population at risk is frequently

underestimated (187).
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5.3 Serum FGF-23 levels interpretation

Currently, there are no available international standardized methods to
measure intact FGF23. Several studies comparing techniques have shown

substantial differences depending on the method used (188,189).

The optimal established cut-off point for intact FGF23 is 30 pg/mL. Levels
above 30 pg/mL, along with a serum phosphate level lower than 2.5 mg/dl, may
suggest a condition caused by an excess of FGF23. Prior studies found that this
cut-off has a sensitivity of 100% and a specificity of 82% in identifying patients
with FGF23-related hypophosphatemic rickets, regardless of their vitamin D

levels (190,191).

In our study, intact FGF23 was determined in EDTA plasma using a
sandwich immunoassay (ELISA from Immunotopics Inc). Intact FGF-23 was also

determined by automated chemiluminescence on a Liaison XL Analyzer®.

Differences between studies may have several causes, both technical and
biological. In two studies previously conducted, the Immutopics iIFGF23 assay
results were approximately 20% less than those obtained with the Liaison assay.
In addition, there are differences across individual patients and groups of patients
(188,190). In our study, 35.8% of patients with P<2.3 levels had FGF23 levels
>30 pg/mL using the ELISA assay. A similar proportion of patients (30.8% had
FGF23 levels >30 pg/mL when analyzed by Liaison XL, a difference that was not

statistically significant (Table 7).

As shown in Figure 12, the FGF23 values measured by ELISA are slightly

lower in the control group, low serum phosphorus group, and normal serum
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phosphorus group than those measured by Liaison, but without statistically
significant differences.

The cFGF23 levels were not different among the control, low serum
phosphorus, and normal serum phosphorus groups. Based on the study results,

it can be inferred that the cFGF23 levels are equivalent in both groups.

Our study has some limitations. When the patients were selected to carry
out the evaluation in the consultations, patients with hypophosphatemia
attributable to other causes were excluded. However, we cannot completely rule
out that they had some type of genetic alteration causing or contributing to
hypophosphatemia. Another limitation was the number of patients that we were
unable to contact or did not want to participate in the study. Also, we were not
able to obtain a urine sample from all patients with genetic alterations, so certain
biochemical parameters (TRP, Tmp) could not be calculated. It is difficult to
interpret the genetic variants found in some patients in the present series. In
some cases, the absence of enough relatives with and without
hypophosphatemia limited the possibility of performing segregation analysis and,

consequently, the elucidation of the pathogenicity of some allelic variants.
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6. CONCLUSIONS
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1. After an extensive search for patients with chronic hypophosphatemia,
we identified 14 patients with genetic variants related to phosphorus
metabolism. This represents 12.8% of patients appointed for a dedicated
consultation, after excluding obvious causes of hypophosphatemia.

2. The phenotype of most patients was mild, but two patients with XLH due
to novel PHEX mutations had marked skeletal abnormalities. There was
a wide variability among clinical manifestations of patients, which could
be explained by differences in expression, without being able to rule out
the influence of epigenetic factors.

3. Although the frequency of XLH seems to be lower in our region than in
other populations, our data are consistent with the conception that XLH
is the most common cause of genetic hypophosphatemia with an overt
musculoskeletal phenotype.

4. This study also highlights the ability of new DNA sequencing techniques
to identify genetic variants presenting in cases with a mild phenotype.

5. The family segregation analysis contributes to elucidating the
significance of the potentially pathogenic variants identified in the index
case. Most of the mutations detected in our study are variants of
uncertain significance, many of them previously unreported. Therefore,
pending further investigations in other populations and/or functional
studies, the presence of these mutations in relatives with similar
manifestations, along the absence of the mutations in healthy relatives,
can help interpret the pathogenicity of the variants.

6. The most frequent non-genetic causes of chronic hypophosphatemia in

outpatients were alcohol consumption, primary hyperparathyroidism,
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secondary hyperparathyroidism due to vitamin D deficiency, organ

transplant, and some drug therapies (antiretrovirals and parenteral iron).
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Escala de Beighton para hiperlaxitud:

1. Hiperextension activa de los codos de mas de 10° (un punto por cada lado).

2. Aposicién pasiva de los pulgares a la cara flexora del antebrazo (un punto
por cada lado).

3. Dorsiflexion pasiva de las metacarpofalangicas o extension del 5°
metacarpofalangica a mas de 90° (un punto por cada lado).

4. Hiperextension de las rodillas de 10° o0 mas (un punto por cada lado).

5. Tocar el suelo con las palmas de las manos al agacharse sin doblar las

rodillas, actualmente o en el pasado (un punto).

Se obtiene un maximo de 9 puntos, a partir de 4 ya se considera hiperlaxitud

articular.
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HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE
ESTUDIO: IDENTIFICACION DE CASOS OCULTOS DE HIPOFOSFATEMIA DE CAUSA GENETICA

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le invita a participar.
El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica de Cantabria y respeta la
normativa vigente.

Nuestra intencion es proporcionarle informacion adecuada y suficiente para que pueda evaluar si quiere
o no participar en el estudio. Para ello le rogamos que lea con atencién esta hoja informativa y luego
podra preguntar cualquier duda que le surja relativa al estudio. Ademas, puede consultar con cualquier
persona que considere oportuno.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacion en este estudio es totalmente voluntaria y puede decidir no participar.
En caso de que decida participar en el estudio, luego puede cambiar de decision y retirar su
consentimiento en cualquier momento, sin dar explicaciones y sin que por ello se altere la relacion con
su médico o se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

El fosforo es un elemento que esta presente en la sangre y en todas las células del organismo. Es
esencial para muchas funciones, y en particular para el desarrollo y el posterior funcionamiento normal
del sistema musculoesquelético (huesos, articulaciones, tendones, ligamentos, etc.).

En algunas personas se producen alteraciones en la forma en que el organismo maneja el foésforo, lo
que conduce a que la cantidad de fosforo en la sangre, y en otras partes, disminuya. Es lo que se
conoce como “hipofosfatemia’. Esa disminucion del fésforo puede producir diversas manifestaciones,
como dolores, debilidad, artritis, alteraciones de los nervios y de los dientes, etc. Sin embargo, esas
manifestaciones son inespecificas, es decir, pueden deberse no sélo a hipofosfatemia, sino también a
otras enfermedades. Por ello, se necesita medir especificamente la cantidad de foésforo en la sangre
para identificar la existencia de hipofosfatemia.

En un esfuerzo para identificar los pacientes con hipofosfatemia que no estaba correctamente
diagnosticada, hemos hecho un estudio en el que hemos medido la cantidad de fésforo en la sangre en
pacientes que se habian hecho un andlisis por problemas en el esqueleto o por otros motivos que se
asocian a mayor riesgo de hipofosfatemia.

En ese estudio hemos comprobado que en al menos una ocasién usted tenia cantidades anormalmente
bajas de fosforo en su sangre. Por ello, le invitamos ahora a participar en un estudio de seguimiento
para confirmar que efectivamente presenta hipofosfatemia (fésforo bajo en la sangre) y cuél es el
motivo.

Procedimientos del estudio

Para llevar a cabo el estudio debemos hacer un cuestionario clinico, una exploracién médica habitual
y un andlisis de sangre y orina. Las causas de la hipofosfatemia son multiples, y se puede tratar de un
trastorno adquirido (por ejemplo, por problemas en el tubo digestivo, en el rifién o en algunas glandulas
del cuello), o genético (hereditario). Por eso, en algunos casos, en funcién de los resultados de los
analisis iniciales, podra ser necesario hacer un test genético. De ser asi, solicitaremos su
consentimiento, pero podremos utilizar la muestra de sangre inicial, por lo que no sera necesario realizar
una nueva extraccion de sangre.
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Todos estos procedimientos seran realizados por profesionales expertos en los trastornos esqueléticos.
Una vez tengamos los resultados del estudio, podremos confirmarle cual es el diagnéstico y si debe
seguir 0 no algun tratamiento.

ENVIO DE LA MUESTRA AL BIOBANCO VALDECILLA

Una vez finalizado el estudio, si existiera muestra sobrante, y si Ud. da su consentimiento, ésta sera
enviada al Biobanco Valdecilla para ser utilizada en futuros estudios de investigacion; en caso contrario
sera destruida y no se utilizara para futuros estudios.

El Biobanco Valdecilla (Nodo de ADN vy fluidos) es un centro en el que se registran, procesan,
almacenan y proveen muestras bioldgicas humanas con sus datos clinicos asociados para ser
utilizados en investigacion biomédica, asegurando en todo momento calidad y confidencialidad. En él
se procesaran sus muestras, y se registraran y archivaran los datos que puedan asociarse con las
mismas, empleando un procedimiento de codificacion, es decir, sélo sera identificado por un nimero
yl/o codigo, para garantizar la proteccion de su identidad de acuerdo con la Ley Organica 3/2018, de 5
de diciembre, de Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos digitales. Estos archivos
seran de acceso restringido y confidencial.

Las muestras donadas al Biobanco Valdecilla y datos clinicos asociados podran ser cedidos a otros
investigadores (nacionales o internacionales) cuyos proyectos estén aprobados por sendos Comités
de Etica y Cientifico del Biobanco, cumpliendo las normas ético-legales vigentes. El Biobanco
transferira a los investigadores una fraccion de la muestra y los datos clinicos relevantes, de forma
anonima, comprometiéndose a garantizar la confidencialidad de la informacién personal.

El Biobanco Valdecilla tendra a su disposicidn toda la informacién sobre los proyectos de investigacion
en los que se ha utilizado su muestra, pero no sera posible comunicarle ningin resultado personal
obtenido del estudio de las mismas. El Comité Etico de referencia del Biobanco decidira en qué casos
sera necesario que se le envie la informacion de manera individualizada, si ésta fuera relevante para
su salud.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO
Beneficios de la participacion en el estudio.

Con este estudio se espera mejorar el conocimiento cientifico relativo a las enfermedades causantes
de hipofosfatemia.

Ademas, para usted tendra el beneficio de esclarecer si padece realmente o no este trastorno y si su
causa es adquirida o genética. Ello a su vez redundara en un mejor tratamiento, ajustado de forma
personalizada a sus caracteristicas. complejas, En el caso de causa genética, esa informacién podria
ser Util también para sus familiares. Es decision personal suya informar a dichos familiares sobre estos
resultados.

Riesgos de la participacion en el estudio.

La participacion en este estudio no supone ningun riesgo adicional para usted, salvo las molestias
derivadas de la extraccion de una muestra de sangre. Este es un procedimiento que puede causar un
leve dolor y que en algunas ocasiones puede producir un ligero hematoma (acumulo de sangre) que no
precisa tratamiento y se resuelve en unos dias.

CONFIDENCIALIDAD

Todos los datos de carécter personal se consideraran confidenciales y se trataran de acuerdo a lo
dispuesto en las normativas vigentes, incluyendo el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento europeo
y del Consejo, de 27 de abril de 2016, de Proteccion de Datos (RGPD) y la Ley Organica 3/2018, de 5
de diciembre, de Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos digitales.
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Para garantizar la proteccion de su identidad, los datos o muestras recogidos para el estudio estaran
identificados mediante un codigo de forma que no sea posible la identificacion del paciente. Sélo el
investigador y personas autorizadas relacionadas con el estudio tendran acceso a dicho cédigo, y en
ningun caso podran desvelar dicha informacion a terceros. El acceso a los datos estara restringido al
equipo investigador y el archivo que relacione los codigos con las identidades de los pacientes sera
custodiado por el investigador principal.

Los datos que se requieren son los necesarios para cubrir los objetivos del estudio y el investigador
principal y su equipo se comprometen a utilizarlos Unica y exclusivamente con esta finalidad. Es posible
que los resultados del estudio sean publicados en la literatura cientifica, pero su identidad permanecera
confidencial y los datos no podran ser relacionados con usted, incluso aunque los resultados del estudio
sean publicados.

De acuerdo con la legislacion vigente, tiene Ud. derecho al acceso de sus datos personales y a su
rectificacion, cancelacion y oposicion, que podra ejercer dirigiéndose al médico que le atiende en este
estudio.

En el caso de que Ud. diera su consentimiento y una vez trasferida su muestra y sus datos al Biobanco
Valdecilla, ambos seran tratados como se ha expuesto anteriormente.

No esta prevista la transferencia de los datos individuales generados fuera de la Unién Europea.
COMPENSACION
Usted no recibira ningun tipo de compensacion econdmica o de cualquier otro tipo por su participacion.

La donaciéon de muestras para investigacion es voluntaria y altruista. Su Unico beneficio es el que
corresponde al avance de la medicina en beneficio de la sociedad y el saber que ha colaborado en este
proceso. Si usted decide no participar recibira todos los cuidados médicos que pudiera necesitar y su
relacion con los equipos médicos que le atiendan no se vera afectada.

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Si en cualquier momento y sin necesidad de comunicar un motivo decide retirar su consentimiento
ninglin dato nuevo se incorporara al estudio a partir de ese momento, sin embargo, los datos recogidos
con anterioridad seguiran disponibles para el investigador principal del estudio.

También podra solicitar la destrucciéon de sus muestras en cualquier momento. Si el estudio ain no
hubiera finalizado soélo tendra que contactar con los médicos del estudio, en particular el Dr. Riancho,
y ellos se encargaran de llevar a cabo su destruccién.

Si las muestras ya se hubieran trasferido al Biobanco Valdecilla, debera ponerse en contacto con el
Biobanco, con el Coordinador del Nodo de ADN y fluidos, en la siguiente direccién de correo electronico:
biobanco2@idival.org o llamando al teléfono: 942 202563 o 942 315515

DATOS DE CONTACTO

Si le surge cualquier duda sobre su participacion en este proyecto o sobre sus derechos como paciente,
por favor, contacte con los investigadores principales, en la direccién de contacto abajo indicada:

Dr. José A. Riancho, Servicio de Medicina Interna, Hospital U. Marqués de Valdecilla. Av Valdecilla s/n.
39008 Santander. Teléfono 942 202513 o 942 201990. Fax 942 201695. Correo electrénico:
rianchoj@unican.es

Este investigador es responsable Ultimo de que el estudio se lleve a cabo garantizando en todo
momento la calidad cientifica del mismo y sus derechos como participante en el mismo.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION DE MUESTRAS SOBRANTES AL BIOBANCO
PROCEDENTES DEL ESTUDIO:

TITULO DEL ESTUDIO: IDENTIFICACION DE CASOS OCULTOS DE HIPOFOSFATEMIA DE CAUSA
GENETICA

Responsable clinico: ................ccccoveeveevieennnn. / José A. Riancho

Yo,

(Nombre y apeliidos del Paciente en MAYUSCULAS)

Declaro que:

* He leido la hoja de informacién que me han facilitado.

* He podido formular las preguntas que he considerado necesarias acerca del estudio.

* He recibido informacién adecuada y suficiente por el profesional de salud abajo indicado y he comprendido:

-Que mi donacién es voluntaria y altruista

-El lugar de almacenamiento y el procedimiento que sufrirén tanto los datos personales como las
muestras.

-La finalidad para la que se utilizardn mis muestras y mis datos personales, y las garantias de
cumplimiento de la legalidad vigente,

- Que las muestras podran ser cedidas a terceros para futuros proyectos de investigacion que cumplan
con las exigencias éticas y legales aplicables.

-Que mis muestras y datos personales seran proporcionados de forma anonimizada a los investigadores
que trabajen con ellas.

-Que en cualquier momento puedo revocar mi consentimiento y solicitar la eliminacién de mis datos
personales y muestras.

-Que tengo derecho de acceso y rectificacion a mis datos personales, siempre que mi muestra no se
haya anonimizado.

-Que existen 3 copias del presente consentimiento. Un ejemplar sera custodiado en las instalaciones
del Biobanco Valdecilla, otro en el Hospital Universitario Marqués de Valdecilla donde se obtuvo mi

muestra y el tercero es una copia para mi.

AUTORIZO LA DONACION de la muestra sobrante al Biobanco Valdecilla si[] ~o[]

AUTORIZO SE ME INFORME sobre los resultados referidos a mi salud
derivados de andlisis que pudieran ser realizados sobre mi muestra
biolégica (siempre que la muestra no se haya anonimizado). si [:] NOD

RESTRICCIONES DEL USO DE LA MUESTRA. Especifique a continuacién si no desea que se utilice su
muestra y datos asociados en algln uso concreto o proyecto en particular:
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Para dejar constancia de todo ello, firmo a continuacion:

Fecha uiisasasremarsanonss Firma del paciente ........c.ccccccsssrensesassensvasion

Constato que he explicado las caracteristicas de las condiciones de conservacion y seguridad que se aplicaran
a la muestra y a los datos clinicos conservados.

Nombre del clinico responsable:

Nombre:

APARTADO PARA LA REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

A P SeE revoco el consentimiento de participacion en el proceso,
arriba firmado.

Solicito que mi muestra sea DESTRUIDA D
ANONIMIZADA []

Firma y Fecha de la revocacion:
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL ESTUDIO

TITULO: IDENTIFICACION DE CASOS OCULTO DE HIPOFOSFATEMIA DE CAUSA GENETICA

Responsable cliniCo: ..o /José A. Riancho.

YO,

Declaro que:

e Heleido la hoja de informacién que me han facilitado.

e He podido formular las preguntas que he considerado necesarias acerca del estudio.

e He recibido informacién adecuada y suficiente por el profesional de salud abajo indicado
sobre:

e Los objetivos del estudio y sus procedimientos.

e Los beneficios e inconvenientes del proceso.

e Que mi participacion es voluntaria y altruista.

e El lugar de obtencidén, almacenamiento y el procedimiento que sufrirdn tanto los datos
personales como las muestras.

e Lafinalidad para la que se utilizaran mis muestras y mis datos personales, y las garantias
de cumplimiento de la legalidad vigente.

e Que en cualquier momento puedo revocar mi consentimiento, (sin necesidad de expli-
car el motivo y sin que ello afecte a mi atencién médica) y solicitar la eliminacion de
mis datos personales y muestras.

e Que tengo derecho de acceso y rectificacion a mis datos personales.

CONSENTIMIENTO EN LA PARTICIPACION EN EL PRESENTE ESTUDIO
SI  NO

Para dejar constancia de todo ello, firmo a continuacidn:

Fecha ..o Firma del paciente.......ccccovvevevevecieve e,

Constato que he explicado las caracteristicas de las condiciones de conservacién y seguridad que se apli-
cardn a la muestra y a los datos clinicos conservados.

YOttt et st st e s b b s et eRe et b st st e e s s et e e ene s revoco el consenti-
miento de participacion en el proceso, arriba firmado.

Firmay fecha de la revocacién
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(&7 Valdecilla

CONSENTIMIENTO INFORMADO: ESTUDIOS GENETICOS CON FINALIDAD DIAGHNOSTICA

Solicitamios su consentimienta para:

1.- Realizar pruebas gensaticas de laboratorio en sangre, cuya finalidad es disgnosticar si esté afectado o es portador de

2_- Dichas preshas seran reslizadas en |a Unidad de Genética del Hospital Mangueés de Valdecills, o en el laboratorio de referencia
que & tal efecio designe eata Unedad.

3.- Unicamente el personal sanitaro debidamente autorzado por el Hosgital Marqués de Valdecilla podré accader a los datos

personales y & los resultados de las pruebas gendticas.

4_- El facultative que be solicita estas pruebas adquiers el compromiso de suministrases informacidn acerca del objeto de

los andlisis y facilitarke el asesoramianto gendtico.

5.- En las pruebas, podria ser gue s& encontrase informacion no directamente relacionada con el objeto de los anélisis

y usted puede decidir si desea o no que se e comunigque.

6.- La informacién obtenida puede ser relevante también para sus familiares y en este caso le explicaremos el por qué

de la comeeniencia de que la conozcan. Es decision personal suya informarles, akpo que nosotros le recomendamos oon

al fin de gue, si elics o desean, puedan acudir a una consulla especializada en gendtica donde le informaran sobre

sU resgo personal y sus opciones de salud en el fubeno.

7.- Una vez finglizados los andlisis, los dates obtenidos y las muesiras excedentes se guardaran en la Unidad de Genética del
Hosgpital Marqués de Valdecilla, por el interés que pueden tener para satisfacer futuras necasidades asistenciales de usted y sus
tamiianes.

Ei ha comprendido (2 informacidn gue s le ha proporcionado, ha resuetto cualguisr duda gue pudiese tener ¥ olorga su
consentiméenio para realizar las pruebas genéticas en los téminos antes explicades, por favor, firme a continuaciin

este consentimiento informado en sentido afirmative:
LSOO UPS PP

paciemtepadne o madre dal pacisnie/custodio lagal del paciente jnombre y dos gpelidos)

declaro gue he sido informedo de la posibilidad de que

(nombve de la persona 8 quisn se ke foma s muesia)
padria estar afectadoa o ser portadon’a de una alteracion genética, y de la conveniencia de realizar preebas de |aboratono con el
fin de obbener un disgndatico.

Dioy mi consentimiento para realizar dichas prusbas genaticas en la Unidad de Genética del Hospital Margués de Valdecilla y
2N CAs0 Necesano, en ofnos leboratorios designados por & miamo para ayudar al proceso diagnostica.

Fecha:em e B g de 240...

Firma Firma

Mombre del paciente, padre, madre o custodio legal Profesional autorizado gue solicita el consentimiento
BrEra e .

[ 15 |
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-

lQUfMICA@ Etiqueta de Paciente

PROTOCOLO HIPOFOSFATEMIA

1 tubo teja
2 tubos rosa (EDTA)

Entregar en bolsa separado junto a este volante

Entrega en Recogida general del Laboratorio de Bioquimica Clinica

(Responsables Dra. Garcia Unzueta/Dr. Lavin)
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Uncovering genetic causes of hypophosphatemia
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Abstract. Puente-Ruiz N, Docio P, Unzueta MTG,
Lavin BA, Maiztegi A, Vega Al, et al. Uncovering

genetic causes of hypophosphatemia. JIntern Med.
2023;00:00-00.

Background. Chronic hypophosphatemia can result
from a wvariety of acquired disorders, such as
malnufrition, intestinal malabsorption, hyper-
parathyroidism, vitamin D deficiency, excess alco-
hol intake, some drugs, or organ transplanta-
tion. Genetic disorders can be a cause of persis-
tent hypophosphatemia, although they are less
recognized. We aimed to better understand the
prevalence of genetic hypophosphatemia in the
population.

Methods. By combining retrospective and prospec-
tive strategies, we searched the laboratory
database of 815,828 phosphorus analyses and
included patients 17-55 years old with low serum
phosphorus. We reviewed the charts of 1287
outpatients with at least 1 phosphorus result
=2.2 mg/dL. After ruling out clear secondary
causes, 109 patients underwent further clinical
and analytical studies. Among them, we con-
firmed hypophosphatemia in 39 patients. After

excluding other evident secondary causes, such
as primary hyperparathyroidism and vitamin D
deficiency, we performed a molecular analysis in
42 patients by sequencing the exonic and flank-
ing intronic regions of a panel of genes related to
rickets or hypophosphatemia (CLCN35, CYP27B1,
dentin matrix acidic phosphoprotein 1, ENPP1,
FAM20C, FGFR1, FGF23, GNAS, PHEX, SLC34A3,
and VDR).

Results. We identified 14 index patients with
hypophosphatemia and wvariants in genes related
to phosphate metabolism. The phenotype of most
patients was mild, but two patients with X-linked
hypophosphatemia (XLH) due to novel PHEX muta-
tions had marked skeletal abnormalities.

Conclusion. Genetic causes should be considered in
children, but also in adult patients with hypophos-
phatemia of unknown origin. Our data are consis-
tent with the conception that XLH is the most com-
mon cause of genetic hypophosphatemia with an
overt musculoskeletal phenotype.

Keywords: familial hypophosphatemia, fibroblast
growth factor 23, phosphate, vitamin D, X-linked
hypophosphatemia

Introduction

Phosphate plays several functions in the home-
ostasis of the human body. Many intracellular acti-
vation cascades commonly add phosphate groups
and accumulate ATP to store energy for various

*Present address: Servicio de Medicina Interna, Hospital U M
Valdecilla, Universidad de Cantabria, Instituto de Investigacidn
Valdecilla (IDIVAL), Santander, Spain

Nuria Puente Ruiz is the alternative proofreader.

cellular processes. Extracellular phosphate must
be available to form the mineral phase of calcified
tissues, such as bone and teeth, and to maintain
their material properties. Therefore, hypophos-
phatemia may impair various cellular functions
and the structural properties of the skeleton [1].

Hypophosphatemia is not uncommon. It fre-
quently accompanies severe acute disorders.
It may be present in approximately 5% of

© 2023 The Authors. Journal of Imternal Medicine published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of Aszociation for Publication of The Journal of Imernal Medicine. 1
This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs License, which permits use and distribution in any
medium, provided the original work is properly cited, the use is non-commercial and no modifications or adaptations are made.
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hospitalized patients and up to 60% of those
admitted to intensive care units. Acute hypophos-
phatemia may cause muscle weakness, respiratory
insufficiency, myocardial dysfunction, and neu-
rological and hematological disorders. Thus,
hypophosphatemia is associated with poor patient
outcomes [2, 3|. In chronic hypophosphatemia,
skeletal manifestations may appear, such as bone
pain and deformity, and complete and incomplete
fractures [4-6|. However, most “routine” metabolic
panels do not include phosphate. Therefore,
hypophosphatemia may go unrecognized without
proper awareness of this diagnosis by clinicians
facing patients with musculoskeletal complaints
and other nonspecific conditions.

Parathyroid hormone (PTH), calcitriol (1,25-
dihydroxyvitamin D; 1,25(0OH);D), and several
phosphatonins—in particular, fibroblast growth
factor 23 (FGF23)—maintain phosphate balance
by regulating intestinal absorption and renal reab-
sorption. PTH and FGF23 tend to lower serum
phosphate, whereas the actions of 1,25(0H):D
in the intestine and the kidney increase serum
phosphate levels. In turn, serum phosphate can
regulate the production of PTH, 1,25(0H);D, and
FGF23 [7-10] by feedback mechanisms.

Chronic hypophosphatemia may be caused by a
variety of acquired disorders, such as malnu-
trition, intestinal malabsorption, and alcoholism.
Sometimes, the decrease in serum phosphate has
genetic causes [1, 11, 12]. Those cases are usu-
ally diagnosed in infancy because they typically
show retarded growth and rickets manifestations.
X-linked hypophosphatemia (XLH) is considered
the most common genetic hypophosphatemia, with
a prevalence of about 1/20,000 |4, 12, 13]. How-
ever, the generalization of new DNA sequencing
technologies is revealing that a significant propor-
tion of hereditary diseases may present a mild phe-
notype that may become evident only in adulthood
|14-16]. Thus, hypophosphatemia may go unrec-
ognized, and genetic causes may be disregarded,
particularly in adult patients [1, 17]. The motiva-
tion for this study was to obtain a better knowledge
of the prevalence of genetic hypophosphatemia in
the population.

Materials and methods

Study design and subjects

We conducted the study at the Hospital Universi-
tario Marqueés de Valdecilla, a tertiary care center

in Cantabria, a region in Northern Spain with a
population of 550,000. The hospital serves as the
primary care center for a population of approxi-
mately 320,000 and as the reference center for the
rest of the region, which is also served by two com-
munity hospitals.

The study included both a retrospective and a
prospective arm. In the retrospective arm, we
performed a computerized search of the labora-
tory database between October 2002 and Jan-
uary 2020. We sought patients 17-55 years old
with at least one determination of serum phospho-
rus <2.4 mg/dL. We excluded inpatients and out-
patients from medical services likely having sec-
ondary hypophosphatemia (eating disorders and
alcohol disorder units, gastrointestinal surgery,
transplant, antiretrovirals drugs, and iron infu-
sions).

We conducted the prospective arm between Jan-
uary 2020 and March 2021. Within that period,
a phosphorus test was added to all lab requests
from patients between 17 and 55 years old. At this
stage, we included all lab requests in the region of
Cantabria, and inclusion criteria were equal to the
retrospective arm. Thus, besides Hospital Marqueés
de Valdecilla, other public community hospitals
participated in the study. This was done by imple-
menting an algorithm within the common system
for ordering lab tests.

We identified patients with hypophosphatemia
from the retrospective and prospective arms, and
we reviewed clinical records, paying particular
attention to previous phosphorus tests, muscu-
loskeletal manifestations, and other causes of
secondary hypophosphatemia. Finally, those with
persistent hypophosphatemia (i.e., at least one
phosphorus <2.2 mg/dL and none within the
reference range of 2.4-5.1 mg/dL), in the absence
of disorders or drug therapies known to cause
hypophosphatemia, were invited to attend our
outpatient clinic for clinical evaluation and addi-
tional biochemical or genetic tests. This invitation
was issued by telephone, or through a letter, if it
was not feasible to contact them by phone.

Laboratory procedures

Serum samples were obtained in the morning
after an overnight fast. We analyzed creatinine,
calcium, phosphorus, alkaline phosphatase, albu-
min, and intact PTH in the Atellica CH&IM

2  © 2023 The Authors. Journal of internal Medicine published by John Wiley & Sons Ltd on behali of Association for Publication of The Journal of Internal Medicine.

Journal of Imternal Medicine, 2023, 0; 1-10

161

70 a0 SRR Ty A 0y Aok o a1 g pasm o am s om vy e o pma sy KImgr] SepRe Ay, 0/ S0 s P e yusoo- Capua Laagey ey s wompeon) P suma | ©g {EIop o | ee Amgr smpeo Ay, © mEquEEn ) A prprEanE | - - wee T g oEeE 1ol 1ol ropuecof o Loy e sy usal) PapeOpRA(] 0 RELTERET



JIM OCCULT GENETIC HYPOPHOSPHATEMIA / N. P. Ruiz et al.

platform  (Siemens  Healthcare Diagnostics,
Malvern, PA, USA), 25-hydroxycholecalciferol (cal-
cidiol) levels by an automated competitive chemi-
luminescence assay (Liaison XL, DiaSorin Inc,
Stillwater, MN, USA), and FGF23 levels by Human
FGF23 (Intact] ELISA (Immunotopics Interna-
tional, San Clemente, CA, USA). This FGF23 ELISA
kit has a sensitivity <1 pg/mL and 3.5% intra-
assay and 6.3% inter-assay reproducibility, and
it does not have cross-reactivity with N-terminal
(25-179) or C-terminal (180-251) fragments. We
included nine subjects (mean age 39 + 12) with
normal phosphorus levels as a control group for
FGF23 results. We used the following formula to
calculate tubular reabsorption of phosphate (TRP):
1— [(urine P x serum creatinine)/(serum P x urine
creatinine)| x 100, and the Walton-Bijvoet nomo-
gram to estimate fubular maximum reabsorption
of phosphate per volume of filtrate (TmP/GFR) [18].

In patients undergoing genetic study, we analyzed
a custom panel of 12 genes related to phospho-
rus metabolism (ALPL, CLCN5, CYP27B1, dentin
matrix acidic phosphoprotein 1 [DMP1|, ENPP1,
FAM20C, FGF23, FGFR1, GNAS, PHEX, SLC34A3,
and VDR). We prepared DNA libraries with the
SureSelect QXT kit (Agilent) and sequenced them
in the MiSeq platform ([llumina). Base calling was
established with a Q30 = 90%, and reads were
aligned to the GRCh37 reference genome. For the
filtering and analysis of variants, we used the
Alissa platform (Agilent), and variants were clas-
sified according to the criteria of the American Col-
lege of Medical Genetics and Genomics (ACMG])
[19]. We performed copy number variation analy-
sis with DECoN v1.0.2 software [20]. We used the
combined annotation-dependent depletion (CADD)
as a predictor algorithm to measure the deleteri-
ousness of genetic variants. A CADD score =15 is
expected to identify the potentially deleterious vari-
ants in the genome [21].

Ethical statements

The study was approved by the institutional review
board Comité de Etica de Investigacion con Medica-
mentos de Cantabria. All patients evaluated at the
clinic signed informed consent.

Results

In the retrospective phase, we reviewed 631,855
analyses of serum phosphorus (performed in
208,245 patients between October 2002 and Jan-
uary 2020). Among them, 2928 analyses in 1350

Retrospective Przng;;c;;-e
2002-20
631,855 P tests 18?:,973_ Ptests .

» Likely 2*¥ hypophosphatemia «
Age =55

= B42 patients P 52,2 445 patients P<2,2 2

1287 patients |
Charts reviewed |

- 995 Not studied
| 2*"causes and/or
P normalized
, Mot found 103
Urwilling to participate BO

. L] i
292 invited

L

109 studied
(clinical, biochemistry) |

L] . . L

P normal Plow
n=7i n=39
HPPT 7 HPPT 3
Vit D deficiency 21 Vit D deficiency 8
Undiagnosed 42 XLH 2
i g Undiagnosed 26

12| Geneticstudy | 30

n=42
r x 1 =
Gene variants Mormal
n=.14 n=28
L)
Family study

Fig. 1 Study flow. HPPT, hyperparathyroidism; P, serum
phosphate; XLH, X-linked hypophosphatemia.

patients who fulfilled the inclusion criteria were
below the 2.4 mg/dL lower limit of the nor-
mal range; 842 patients had a phosphorus level
=2.2 mg/dL at least once.

In the prospective study, the phosphorus tests per-
formed as part of this study, along with other
phosphorus tests directly requested by attending
physicians, included 183,973 phosphorus analy-
ses. Among those tests, we identified 445 patients
with at least 1 phosphorus test =2.2 mg/dL (Fig. 1).

Thus, we reviewed the charts of 1287 patients
with at least 1 phosphorus =2.2 mg/dL. The
mean age of patients was 45 + 8 years. In 995
cases, other phosphorus analyses were within
the reference range, or existing underlying disor-
ders explained hypophosphatemia. The most com-
mon causes were hyperparathyroidism, vitamin D

® 2023 The Authors. Journal of lmtemnal Medicime published by lohn Wiley & Sons Ltd on behalf of Association for Publication of The lournal of Internal Medicine. 3
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Table 1. Characteristics of patients with hypophosphatemia
at the study visit

Parameter N (%)
Sex
Male 30 (77)
Female 9 (23)
Alcohol
Daily consumption 10 (26)
Weekly consumption 12 (31)
Former drinker 17 (43)
History of fracture 24 (61)
Nontraumatic fracture 1(3)
Dental problems 15 (39)
Hypercalcemia (> 10.4 mg/dL) 1(3)
High PTH (=88 pg/mL) 7(18)
25 hydroxyvitamin D, ng/mL
=30 6 (15)
30-20 18 (46)
=20 15 (39)
1,25 hydroxyvitamin D, pg/mL
=66 0
66-26 15 (39)
=25 13 (33)
Fibroblastic grow factor, pg/mL
=50 7(18)
31-50 7(18)
=30 16 (41)

Abbreviation: PTH, parathyroid hormone.

deficiency, excess alcohol intake, and organ trans-
plantation. We selected the remaining 292 patients
for clinical interviews, physical examinations, and
further tests. We were not able to contact 103
patients by telephone or postal mail (most of them
from the retrospective study army), and 80 declined
to participate.

Finally, 109 patients with prior hypophosphatemia
attended the clinic for the study visit (Fig. 1).
The new analyses revealed normal levels of serum
phosphorus in 70 cases and confirmed hypophos-
phatemia in 39 patients. Of the 70 patients with
normal serum phosphorus, 7 were diagnosed with
primary hyperparathyroidism and 21 with wvita-
min D insufficiency. Among the 39 patients with
hypophosphatemia (Table 1), 3 had primary hyper-
parathyroidism, 8 had vitamin D deficiency, 2 had
a previous clinical diagnosis of XLH, and the cause
of hypophosphatemia was unknown in 26 cases.
We measured serum FGF23 in 54 patients. In 26

200-
A
E 150+
g
<] 100+ 2 " &
[T A Aoy
o ™ A
L S0 ==yty= ;...: A==r=g==
—.—.—r A
& & A A
Controls Low P MNormal P

Fig. 2 Fibroblast growth factor 23 (FGF23) levels in
patients attending the study visit. A control group is shown
for comparison.

Table 2. Index patients and relatives with mutations.

Gene Index patients Relatives
SLC34A3 3 3
VDR 3 1
PHEX 2

CYP27E1 1 2
DMP1 1 1
CLCNS 1 1
SMAD3 1

FGFR1 1

ENPP1 1

Total 14 8

Abbreviations: DMP1, dentin matrix acidic phosphopro-
tein 1; XLH, X-linked hypophosphatemia.
2Two sisters with known XLH.

cases, it was above 30 pg/mL, which is usually
regarded as the upper limit of the normal range [22,
23]. However, there was a marked overlap between

groups (Fig. 2).

Overall, 42 patients underwent genetic analysis
(30 with low serum phosphorus at the study visit
and 12 with normal phosphorus at the study visit
but previously unexplained low phosphorus lev-
els). In 28 cases, the results were normal, whereas
13 patients carried potentially pathogenic (likely
pathogenic or unknown significance) variants of
genes related to phosphorus metabolism (includ-
ing two with normal serum phosphorus at the
study visit). The genes with allelic variants are
shown in Table 2, and individual biochemical and
genetic details are shown in Table 3. Variants of
SLC34A3, VDR, and PHEX were the most common,
each being present in three and two patients. One
patient with low serum phosphorus without clear
cause had an SLC34A3 variant classified as likely

4 @ 2023 The Authors. Jowrnal of Internal Medicine published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of Association for Publication of The Journal of Intemnal Medicine.
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benign (Table 3). We also studied 10 relatives of
six patients with gene variants; 8 of them also car-
ried the variant present in the index individual
(Table 2). Pedigree details are shown in Table S1
and Fig. S1.

Most patients were asymptomatic or had mild
manifestations, including mild dental problems
(n = 10), osteoarthritis (n = 5), and tendinopathy
(n = 1). One patient with an SLC34A3 variant had
mild hypercalciuria and a small kidney stone. One
patient with an SMAD variant had suffered a hip
fracture after a minor trauma.

The two sister patients with PHEX mutations had
a severe skeletal phenotype with short stature (132
and 135 cm, respectively) and, in one case, severe
leg deformities that required corrective surgery.
We observed a mild increase in FGF23 levels (50
and 89 pg/mL, respectively)]. We presumed that
the father had transmitted the variant to his off-
spring because their mother had a normal pheno-
type, whereas the father was referred to as hav-
ing short stature, but we could not study him.
These two patients had a novel PHEX missense
variant (Phe654Ser) that had not been previously
reported. Several bioinformatic predictors consid-
ered it damaging, and no predictor considered it
benign. In addition, an alternative variant at the
same residue (Phe654Ile) has been reported in
ClinVar as likely pathogenic. Therefore, the Phe654
variant was classified as likely pathogenic.

Discussion

The main objective of this study was to uncover
genetic causes of hypophosphatemia in adults by
performing a retrospective and prospective search
of laboratory databases targeting over 200,000
patients in a region with roughly 470,000 indi-
viduals over 17 years of age. By using a step-
wise approach, we identified 14 individuals with
persistent hypophosphatemia presumably related
to allelic variants of genes related to phosphate
metabolism (Table 2).

Allelic variants in SLC43A3 and VDR were the most
frequent (each found in three patients). SLC43A3
encodes the renal sodium-phosphate cotrans-
porter NPTC2. Biallelic mutations cause hypophos-
phatemic rickets with hypercalciuria, whereas
heterozygous individuals may show mild
hypophosphatemia or hypercalciuria [24].

The possibility of performing segregation anal-
yses was limited. Nevertheless, one 17-year-old
son of the index patient of family 1 carried the
SLC34A3 nonsense variant and had a phosphate
level of 3.5 mg/dL, which may be difficult to
interpret before finishing the growth period. Two
relatives of the index patient of family 7 car-
ried the same SLC34A3 mutation and had serum
phosphate close to the lower limit of the nor-
mal range (2.5 and 2.7 mg/dL). TRP was inappro-
priately normal, and TmP/GFGR was below nor-
mal limits. We could not study any relative of the
index patient in family 5, who carried a missense
variant.

VDR encodes the vitamin D receptor, which
mediates the classical effects of vitamin D
metabolites—specifically 1,25(0H),D, the most
active one. Biallelic pathogenic variants of VDR,
either single-nucleotide or structural, cause vita-
min D-dependent rickets type 2A [25]. Three
patients with mild hypophosphatemia were het-
erozygous carriers of variants of unknown sig-
nificance (VUS) in VDR, without other relevant
clinical manifestations or compensatory increases
in 1,25(0H);D. Thus, the exact role of the het-
erozygous genetic variants is unclear. A son of
the patient of family 4 had normal serum phos-
phate despite carrying the allelic variant, a result
that does not support its functional relevance.
The insufficient 25-hydroxyvitamin D levels in
one patient may have contributed to hypophos-
phatemia.

CYP27B1 encodes the 1 wo-hydroxylase that
converts 25-hydroxyvitamin D into 1,25(0H).D.
Pathogenic variants of CYP27B1 cause the autoso-
mal recessive disease called vitamin D-dependent
rickets type 1A. In our series, one patient (in
family number 2) carried a monoallelic VUS in
this gene. The low circulating levels of 1,25(0H),D
are consistent with diminished enzymatic activ-
ity. However, FGF23 serum levels were increased,
which was unexpected, as 1,25(0H);D is a posi-
tive regulator of FGF23 expression [26]. By con-
trast, two family members who carried the same
mutation had normal phosphate and FGF23 lev-
els. Although the exact pathogenic mechanism of
hypophosphatemia in this patient is unclear, it
could be FGF23-mediated, in relation to an uniden-
tified disorder causing high FGF23 levels. It should
be highlighted that we did not find any evidence of
oncogenic osteomalacia, a disorder usually related
to excess FGF23 |7].
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Homozygous mutations of the DMP1 gene cause
autosomal recessive hypophosphatemic rickets
type 1 and may be associated with enthesopa-
thy. DMP1 is critical for osteoblast-osteocyte dif-
ferentiation, which is important for mineraliza-
tion. DMP1 deficiency increases FGFG23 levels
by poorly understood mechanisms [27]. The index
patient in family 6 had a DMPI missense variant of
unknown significance (Arg478Ala). Serum FGF23
levels were within the normal range, and a sibling
carrying the same variant had normal phosphate
and FGF23 levels. Both findings argue against the
pathogenic role of the Arg478Ala variant.

Ectonucleotide pyrophosphatase  phosphodiesterase

1 (ENPF1I) catalyzes the hydrolysis of ATP/GTF to
AMP/GMP, thus generating pyrophosphate. Alka-
line phosphatase hydrolyzes pyrophosphate to
form two phosphate molecules that the mineral-
izing osteoid incorporates. Overall, ENPPI activity
increases phosphate levels by providing a source of
phosphate, as well as decreasing its urinary elim-
ination by inhibiting FGF23. Pathogenic variants
of ENPP] may have various phenotypic conse-
quences, such as arterial calcification, hearing
loss, ossification of the posterior longitudinal lig-
ament, pseudoxanthoma elasticum, or autosomal
recessive hypophosphatemic rickets type 2[28].

It has been recently described that ENPP1 exerts a
gene dose effect that may be responsible for a mild
disease with hypophosphatemia and early onset
osteoporosis in individuals heterozygous for ENPP1
variants [29]. That might be the case for one patient
in our series, but it was not possible to perform a
segregation analysis.

Dent disease type 1 is renal tubular dysfunc-
tion, characterized by proteinuria, hypercalciuria,
nephrocalcinosis, nephrolithiasis, and hypophos-
phatemia, among other manifestations [30]. It is
caused by pathogenic variants of CLCN5. This
gene encodes a voltage-dependent chloride / proton
exchanger, and it is located on Xp11.23. As an X-
linked disease, it manifests in hemizygous men.
Female carriers are usually asymptomatic, but
some may have mild manifestations due to skewed
X-chromosome inactivation. An index patient in
this series and his brother, both with persis-
tent hypophosphatemia, carried a CLCN5 variant.
However, another noncarrier brother had normal
serum phosphorus. Thus, although classified as
VUS, the missense Val699Ille variant seems to be
functionally relevant.

TGF§ is known to have complex effects on skele-
tal homeostasis, and SMAD3 mutations have been
associated with the Loeys-Dietz syndrome and
other skeletal phenotypes [31-33]. A 43-year-old
woman with spondyloarthropathy and an atrau-
matic hip fracture carried a VUS in the SMAD3
gene, which encodes a protein involved in TGFpg
signaling. The patient in this series presented
intermittent hypophosphatemia, with serum val-
ues between 2.1 and 2.7. A patient’s daughter who
did not carry the variant had normal phosphate.
Thus, although there is no reported association
between SMADS3 variants and hypophosphatemia,
this issue merits further investigation.

Pathogenic variants of FGFRI have been asso-
ciated with several skeletal phenotypes [34]. An
Ser219Phe wvariant of the fibroblast growth fac-
tor receptor 1 (FGFRI) was observed in a 50-year-
old man with asymptomatic persistent hypophos-
phatemia (1.8-2.4 mg/dL) and low TRP. The vari-
ant was present in 16% of reads, thus suggest-
ing mosaicism. It had not been previously reported
and was classified as VUS. Some patients also
present hypophosphatemia, due to increased uri-
nary losses. The mechanism has not been fully
elucidated, but it may include the klotho-induced
conversion of FGFR1 into a FGF23 receptor [35].
Mosaic status in this patient might explain the mild

phenotype.

PHEX gene is located on the short arm of the
X chromosome and encodes an endopeptidase
expressed mainly in osteoblasts, osteocytes, and
teeth. More than 800 different mutations have been
found. In most cases, it is inherited with an X-
linked dominant pattern, but about one third of
patients may be due to “de noveo” mutations, as
they lack a family history [36, 37]. Two patients
with typical XLH due to PHEX mutations were also
identified in our study. They had short stature
and variable bone deformities. They had been diag-
nosed in infancy but had been lost to follow-up. The
Phe6545Ser variant, presumably of paternal origin,
had not been previously reported.

Most of the patients in this series, other than
those with PHEX mutations, either had no symp-
toms or had minor ailments such as enthesopa-
thy and slightly premature tooth loss, which
cannot be linked with certainty to hypophos-
phatemia. Thus, the clinical relevance of the muta-
tions found is unclear despite their association
with low serum phosphate. Nevertheless, we do not
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know if those may be evolving disorders with more
clinical manifestations appearing with aging.

Two patients with XLH showed important clini-
cal manifestations, including short stature, bone
deformities, and musculoskeletal pain because of
rickets, despite having been treated with active
vitamin D and phosphate supplements since
childhood. Burosumab availability will certainly
improve the prognosis of patients in the future [38].
XLH is considered the most frequent genetic origin
of hypophosphatemia. Given our data, this con-
cept seems questionable. However, XLH certainly
seems to be the most common genetic cause of
clinically significant hypophosphatemia. The fre-
quency has been estimated at 1/25,000 live births
[37], but the prevalence would be considerably
lower in our study (roughly 1,/200,000). Although
we may have missed some patients, the number
is unlikely to rise until those figures are retrieved.
Therefore, XLH is less frequent in our region than
in other regions, such as the United Kingdom,
with an estimated prevalence of 15 cases per mil-
lion people [39]. However, it is not very different
from prevalence reported in other countries, such
as Norway, where Rafaelsen et al. identified about
four cases per million inhabitants (1 per 60,000
children) [40].

Interestingly, several individuals with hypophos-
phatemia intermittently showed serum phosphate
levels within the normal range (although usu-
ally within the lower region of the reference
range). Serum phosphate depends on meal inges-
tion and other factors. So, we do not know if
those changing values are due to incomplete fast-
ing or reflect changes in the homeostatic sta-
tus. Whatever the cause may be, it has impor-
tant practical implications, both for the clinic and
further epidemiological studies, as isclated phos-
phate values within the normal range should not
be considered a strong argument against a genetic
abnormality or other underlying disorder causing
hypophosphatemia.

A major strength of this study derives from the
large database, which included various individu-
als identified over a long period. However, it also
has some limitations. The retrospective nature of
the first phase and the pragmatic approach of the
prospective one limited the clinical data available.
A significant proportion of patients were lost to
follow-up or elected not to participate in the study.
None of them had severe skeletal manifestations

that could have suggested the existence of overt
rickets history or osteomalacia. In addition, some
patients lacked biochemical urinary parameters
because we focused on serum biochemical tests
and genetic analysis, given the primary objective
of the study. Moreover, the absence of enough rel-
atives with and without hypophosphatemia limited
the possibility of performing segregation analysis
and the elucidation of the pathogenicity of some
allelic variants, consequently.

In conclusion, after an extensive search of labo-
ratory databases, we identified 14 index patients
with hypophosphatemia and variants in genes
related to phosphate metabolism. The phenotype
of most patients was mild, but two patients with
XLH due to novel PHEX mutations had marked
skeletal abnormalities. Although the frequency
of XLH seems to be lower in our region than
in other populations, our data are consistent
with the conception that XLH is the most com-
mon cause of genetic hypophosphatemia with an
overt musculoskeletal phenotype, and other mild
phenotype hereditary diseases are being uncov-
ered thanks to the use of new DNA sequencing
techniques.
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Disorders causing secondary hypophosphatemia in
outpatients
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Fitima Mateos®, Bernardo A. Lavin®, Ainhoa Maiztegi®,
Carmen Valero®, José A. Riancho®
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Introduction: Acute severe disorders, such as acidosis, are well-
known to cause a decrease in serum phosphorus that normalizes
when patient recovers. Causes of persistent hypophosphatemia
include different genetic and acquired disorders, but they are less
recognized.

Purpose: The purpose of this study was to determine the most
common disorders causing persistent hypophosphatemia in an
outpatient setting.

Methods: We interrogated the Clinical Biochemistry database to
identify phosphorus analyses in outpatients during years 2003
through 2019. An automatic algorithm were also implemented that
prospectively added phosphorus to all serum chemistries requests
for patients under 56 years of age, during a 14 month period in 2020-
21. The clinical charts of patients with low serum phosphorus (<2.2
mg/dl) were reviewed.

Results: Total number of phosphorus analyses were 692,623 and
183,973 in the retrospective and prospective phases, respectively.
Overall, 1,150 patients had at least one analysis with low serum
phosphorus; 624 of them had normal value in later analyses, 108 had
phosphorus analysed only once and 138 cases lacked relevant
information. Of the remaining 280 cases, excessive alcohol
consumption and hyperparathyroidism were the most common
causes of hypophosphatemia; organ transplant was also frequent
(23 renal, 5 bone marrow and 1 lung transplants). No secondary
causes were found in 35 patients, thus suggesting a possible genetic
cause (table).

Conclusion: Our data show that persistent hypophosphatemia in
outpatients has a variety of causes. Excessive alcohol consumption,
primary hyperparathyroidism, organ transplant, and some drug
therapies (antiretrovirals and parenteral iron) are among the most
frequent causes. In cases with hypophosphatemia of unknown origin,
a genetic study could be considered.

Disorder n %
Primary hyperparathyraidism 48 17.0
Aleohol 43 154
Secondary hyperparathyroidism/VitaminD deficiency 42 15.0
Transplant 29 104
Antiretroviral drugs 26 93
Batriatric surgery 23 82
Intravenous iron 15 54
Eating disorders 5 1.8
Inflammatory bowel disease 3 1.1
Other disorders 11 EL: ]
Unknown cause 35 125
Total 280 100

doi:10.1016/j.bonr.2022.101557
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Effects of Encaleret (CLTX-305) on Mineral Physiology in
Autosomal Dominant Hypocalcemia Type 1 Demonstrate Proof-
of-Concept: Early Results from a Phase 2B, Open-Label, Dose-
Ranging Study [NCT04581629]

Rachel Gafni®, Iris Hartley?, Kelly Roszko®, Edward Nemeth®, Karen
Pozo®, Ramei Sani-Grosso®, Arun Mathew®, Ananth Sridhar®, Mary
Scott Roberts*, Jonathan Fox‘, Michael Collins*

“National Institutes of Health, Skeleral Disorders and Mineral
Homeostasis Section- NIDCR, Bethesda, United States

"MetisMedica, MetisMedica, Toronto, Canada

“Calcilytix Therapeutics- Inc, Calcilytix Therapeutics- Inc, San Francisco,
United States

Introduction/Purpose: Autosomal dominant hypocalcemia type
1 (ADH1), caused by activating variants in the calcium-sensing
receptor gene (CASR), is characterized by hypocalcemia,
hyperphosphatemia, hypomagnesemia, low parathyroid hormone
(PTH), and hypercalciuria. Conventional therapy with calcium and
active Vitamin D worsens hypercalciuria, which may lead to renal
maorbidity. Encaleret is an investigational calcium receptor antagonist
that decreases receptor sensitivity to extracellular calcium and
normalizes blood and urine abnormalities in rodent ADH1 models.

Methods: Thirteen adults with ADH1 due to 9 distinct CASR
variants were studied in a Phase 2b, open-label, dose-ranging study.
Conventional therapy was discontinued prior to encaleret initiation.
Period 1 was a 5-day inpatient dose-escalation course, which
suggested general tolerability and preliminary efficacy (n=6). Period
2 (P2) was a 5-day inpatient course {n=13) in which doses were
individually titrated to normalize albumin-corrected blood calcium
(cCa) and minimize hypercalciuria and hypophosphatemia. During
the study, participants remained off conventional therapy and
underwent frequent biochemical testing.

Results: The mean4SD encaleret dose on P2 Day 5 (P2D5) was
944+ 64mg BID (range:10-180 BID). Serial sampling during P2
demonstrated correction of the biochemical abnormalites of
ADH1 (Figure, mean+5SD). Compared to baseline, 24-hour PTH
had normalized by P2D5 (6.347.8pg/mL vs. 40.54+37.5, p<0.01, nl
10-85). Likewise, baseline hypocalcemia {cCa=7.1+04mg/dL [nl
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