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PUESTA AL DIA EN HIPOFOSFATASIA

La hipofosfatasia (HPP) es una enfermedad genética rara causada por una mutacion de
pérdida de funcién en el gen que codifica la fosfatasa alcalina no especifica de tejido
(TNSALP) (1-3).

La HPP se considera un error innato del metabolismo presentado una expresion muy
variable, pero que suele estar implicado en un defecto en la mineralizacién del hueso y los
dientes (4). Los sintomas de la HPP varfan ampliamente desde las formas mas graves del
trastorno que aparecen tipicamente antes del nacimiento y en la infancia y que a menudo
conducen a la muerte, hasta las formas mas leves con afectacion en la mineralizacién dental
en adultos.

En general, la gravedad de la enfermedad esta inversamente relacionada con la edad en el
momento del diagnéstico (a excepcion de la HPP benigna), siendo la HPP perinatal letal e
infantil las formas mas graves. Las formas graves se caracterizan por debilidad muscular e
hipomineralizacién del esqueleto. Los bebés afectados nacen con extremidades cortas, un
torax de forma anormal y huesos del craneo blandos, asi como convulsiones epilépticas
causadas por un metabolismo anormal del piridoxal-5’-fosfato (PLP) (5). Las formas mas
leves pueden incluir la pérdida temprana de los dientes temporales, el ablandamiento de los
huesos y las fracturas recurrentes en los huesos del pie y del muslo relacionadas con el dolor
cronico. Los adultos afectados pueden perder dientes de forma prematura y tienen un mayor
riesgo de dolor e inflamacién de las articulaciones (6).

Tanto los signos clinicos, como los hallazgos de laboratorio (niveles bajos persistentes de
fosfatasa alcalina (ALP) y niveles altos de PLP, los hallazgos radiograficos y los estudios
genéticos son necesarios para diagnosticar y clasificar la gravedad de la HPP (7). Sin embargo,
debido al solapamiento de los sintomas clinicos de la HPP con la sintomatologia comun de
otras enfermedades mas prevalentes como la osteoporosis u osteomalacia entre otras,
probablemente exista una gran proporcion de la poblaciéon afectada que esté

infradiagnosticada o mal diagnosticada con otros trastornos (8).
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1.1. Historia

La ALP fue descubierta por primera vez en 1923 por Robert Robison quien descubrié una
fosfatasa abundante en el esqueleto, cuya funciéon posiblemente fuera la de generar fosfato
inorganico (Pi) fundamental para la mineralizacion 6sea (9). Posteriormente se descubrié que
el pirofosfato inorganico (PPi) era un sustrato natural de la enzima que actda como inhibidor
de la mineralizacion (10,11).

La primera referencia de HPP en la literatura médica inglesa fué atribuida por algunos al Dr.
Bruce Chown de la Universidad de Manitoba, Winnipeg. En 1936, Chown describié a dos
hermanas de ascendencia galesa que presentaron hipercalcemia y que murieron a los 3 y 6
meses, respectivamente. Sin embargo, Chown no pudo definir la naturaleza bioquimica del
supuesto error innato del metabolismo al que llamé "raquitismo renal" (12-14). El término
hipofosfatasia fue descrito por primera vez en 1948 por John C. Rathbun tras observar
anomalias en el desarrollo de un bebe de 9 semanas con raquitismo y convulsiones que
provocaron su muerte. Tras realizar la autopsia, este paciente presenté una actividad de
fosfatasa alcalina baja tanto en suero, como en huesos y otros tejidos (1,2).

En 1953, Sobel describi6 la pérdida prematura de la denticién decidua como una
caracteristica esencial en los nifios afectados de HPP (15). Posteriormente se definieron las
distintas isoenzimas de ALP presente en los distintos tejidos, vinculandose la enzima a la
mineralizacion 6seay estableciéndose la HPP como un error innato del metabolismo (9).
Mas tarde, se caracterizé la HPP como una patologia hereditaria (2). En la mayoria de los
casos, las HPP de herencia recesiva suelen ser graves y mortales en la infancia (16). Sin
embargo, en 1960 se describieron a 2 hermanas de 40 afios con HPP grave que presentaron.
problemas esqueléticos desde la infancia (17).

Estudios de autopsia en pacientes con HPP observaron que la deficiencia de actividad de
ALP se encontraba localizada fundamentalmente en hueso, higado y rifién, mientras que la
actividad de ALP en el intestino y la placenta (en trofoblastos fetales) era normal (18,19).
Esta observacion corroboré una reduccion selectiva de la actividad de todas las isoformas de
TNSALP en HPP (20).

En 1988, la caracterizacion de TNSALP permiti6 el descubrimiento en ese mismo afio de la
primera mutacion TNSALP, encontrada en un bebé consanguineo con HPP (2,21). En la
actualidad han sido  descritas mas de 400 mutaciones de TNSALP
(https://alplmutationdatabase.jku.at).
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1.2. Epidemiologia: prevalencia de HPP

La HPP es una enfermedad genética muy rara. Esto unido a la gran similitud de sus sintomas
con los de otras patologias 6seas mas comunes, dificulta la estimacion de la prevalencia real
de la enfermedad.

En Canada, la prevalencia de las formas mas graves de HPP al nacer se estimé en 1: 100.000
en la poblacién general segun los registros pediatricos del Hospital for Sick Children de
Toronto (2,13,16). En este pafs, la prevalencia mas alta de HPP se ha descrito en la
comunidad menonita de Manitoba, donde aproximadamente 1 de cada 25 personas porta
una mutacién en el gen ALPL (22,23) y 1 de cada 2500 recién nacidos tiene HPP grave (2)
asociado a un efecto fundador (24).

En los EE. UU., la HPP parece ser significativamente menos prevalente en poblacién con
ascendencia africana (2,106), estimandose una prevalencia de formas graves de 1: 100.000 en
América del Norte (13). En Japon, la prevalencia de HPP se estim6 en 1:900,000 debido a la
mutaciéon homocigota ¢.1559delT que representa el 41% de los alelos HPP (10).

En 2011, se estim6 una prevalencia de HPP en Europa de 1:300.000 para las formas graves
utilizando la base del nimero de casos procedentes de Francia durante 10 afios, mientras que
para las formas moderadas la estimacion fue de 1:6.370 basado en pacientes afectados de
HPP en 20 paises europeos, siendo esta cifra 47 veces mas alta que la frecuencia de pacientes
afectados con HPP grave (13,16). La frecuencia estimada de portadores de la mutaciéon en
AILPL en Europa es de alrededor de 1/300, pero se estima que solo el 4% de los portadores

heterocigotos expresan HPP leve (25).

1.3. Etiologia y mecanismo de ALP

Las fosfatasas alcalinas (Ortofosférico monoéster fosfohidrolasa, EC 3.1.3.1) forman una
gran familia de enzimas diméricas comunes a todos los organismos (2,20).

Son glucoproteinas que se unen a la membrana plasmatica a través de una molécula de anclaje
de glucosilfosfatidilinositol (GPI) (Figura 1) (3,27). Esta molécula permite el movimiento de
la enzima al mejorar la fluidez de la membrana (11). La liberacion de la enzima puede ocurrir
a través de la accion de dos fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol que se encuentran
en las membranas plasmaticas, GPI-PLC y GPI-PLD, para luego pasar a la circulacion
sanguinea de forma libre y homodimérica (11,27,28). Ambas enzimas de escisiéon estan
presentes en humanos; pero GPI-PLC se encuentra en niveles mas bajos en suero en

comparacion con GPI-PLD, que es abundante en la circulacion (28).
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Aunque las ALPs son enzimas diméricas, algunos informes han demostrado la existencia de
formas tetraméricas de la enzima e incluso han sugerido que el estado tetramérico es el estado

normal in vivo (27).

N-glicanos

Anclaje
GPI

Figura 1. Estructura modelada en 3D de PLAP de los oligosacaridos unidos a N y el anclaje
GPL

El glicano complejo ligado a N se modelo afnadiéndolo en N122 y en N249. En azul claro, los
péptidos; en rojo, los iones metalicos cristalograficos; en amarillo, los enlaces disulfuro; en

purpura, los N-glicanos; en verde, la estructura del anclaje GPI (27,29).

La ALP es fisiol6gicamente activa en su forma dimérica y escinde los sustratos extracelulares
PLP y PPj, siendo estos sustratos naturales de TNSALP basados en estudios de pacientes
con HPP y fibroblastos y ratones ALPL knockout (KO) (3,11).

Las ALPs de mamiferos son metaloenzimas cuyo centro activo contiene dos iones Zn*" y un
ion Mg”*" esenciales para la actividad de la enzima. Ademas, estos iones metalicos contribuyen
sustancialmente a la conformacién del monémero ALP, asi como a la regulacién indirecta
de las interacciones subunidad-subunidad (30,31). Hay estudios que demuestran que las
ALPs de mamiferos son enzimas alostéricas en las que ambos mondémeros actian
independientemente cuando estan presentes los iones metalicos en ambas subunidades. Se
pueden formar ademas heterodimeros como consecuencia de las interacciones de las
subunidades, formandose enzimas que son estructuralmente menos asimétricas de lo
esperado y que tienen propiedades cataliticas divergentes de los homodimeros originales. Por
lo tanto, las ALPs de mamiferos son enzimas alostéricas no cooperativas, pero la
conformacion de la segunda subunidad de la ALP controla la estabilidad y las propiedades
cataliticas de cada monémero (31). Para la actividad catalitica de la enzima se requiere la
homodimerizaciéon de los mondémeros TNSALP (2). Estudios de transfecciéon han
demostrado que ciertas mutaciones en ALPL. disminuyen la expresiéon del gen,
comprometen la estabilidad del ARNm, conducen a la inactivacion de la enzima al alterar sus

diversos dominios o dan como resultado el secuestro intracelular de la proteina naciente

2,32).
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Las ALPs son enzimas conocidas como fosfomonoesterasas que actian catalizando la
hidrélisis de monoésteres fosfato con la liberacién de fosfato inorganico (Pi) y un alcohol,
azucar, fenol, etc. a valores de pH basicos (pH 8-11) siguiendo la siguiente reaccion general
(27,30):

R-OP + H20 —» R-OH + Pi

El mecanismo catalitico tras observar la estructura de la fosfatasa alcalina de E. /i (ECAP)
se cree que es similar en eucariotas, ya que, aunque presentan una baja similitud en sus
secuencias (entre un 25-30%), se conservan los residuos involucrados en el sitio activo de la

enzima y los ligandos que coordinan los dos atomos de zinc y el ion magnesio (20).

1.4. Funcién fisiolégica de TNSALP

Exceptuando el papel que desempefia TNSALP en la mineralizacién esquelética normal, ain

se conoce poco sobre la funcién fisiolégica que desempefia en la mayoria de los tejidos (30).

1.4.1. Mineralizacion 6seay dental

En el esqueleto, TNSALP se localiza en la superficie de los osteoblastos anclada a la
membrana celular basolateral, donde la enzima esta particularmente enriquecida (29).
TNSALP también esta anclada a la membrana de las vesiculas de matriz (VM) liberadas por
osteoblastos y condrocitos de la placa de crecimiento (33). TNSALP puede liberarse a la
circulacién sanguinea, donde se encuentra como un homodimero (34), por la accién de dos
fosfolipasas circulantes, GPI-fosfolipasa C y GPI-fosfolipasa D (mas abundante en la
circulacion sanguinea) (28).

El papel de TNSALP en la matriz 6sea consiste en la generacion del Pi necesario para la
cristalizacion de hidroxiapatita. L.a mineralizacién comienza en los condrocitos hipertroéficos,
los osteoblastos y los odontoblastos mediante la generacion de las VM derivadas de la
membrana plasmatica de estos. Las VM son vesiculas con membrana invertida de 50-200
nm de didmetro y son ricas en anexinas A2, A5y A6,y en Ca>"-ATPasa, TNSALP, nucle6tido
pitofosfato fosfodiesterasa 1 (NPP1) (un cotransportador de sodio-fosfato [Na/Pi]),
anteriormente conocido como PC-1, Pitl y PHOSPHOT1 (35).

El primer paso del proceso de mineralizaciéon ocurre dentro de las VM, donde se forman
cristales de hidroxiapatita (Cal0(PO4)6(OH)2) (36). Para ello, la fosfolipasa C hidroliza los
fosfolipidos de membrana, liberando el fosfato esencial para la formacién de fosfocolina
(PC) y fosfoetanolamina (PEA) (37). La PHOSPHO1 es una fosfatasa citosolica abundante

en las VM que actua hidrolizando estos fosfocompuestos para producir Pi (38).
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El cotransportador de Pitl, que también es abundante en las VM, es otra fuente importante
de Pi. En las VM también existen canales de anexinas de Ca>" (A2, A5 y AG) que actdan
incorporando el Ca** a las vesiculas. El Ca®* junto con el Pi generarin los cristales de
hidroxiapatita dentro de la VM. Una vez formados los cristales de hidroxiapatita (HA), estos
se dirigiran hacia la membrana de la VM para luego salir al espacio extracelular donde se
produce su expansion. Para completar la mineralizacion de la matriz extracelular, se requiere
la participaciéon de TNSALP y la presencia de colageno fibrilar, como el tipo I (en hueso y
dentina) y el tipo II (en cartilago de la placa de crecimiento) (36,39). Las fibrillas de colageno
son necesarias para proporcionar un soporte para la expansion de cristales de HA (29). La
TNSALP se encuentra anclada a la membrana de las vesiculas de matriz (VM) liberadas por
osteoblastos y condrocitos de la placa de crecimiento (40). En la inmediacién extracelular,
TNSALP promovera la hidrolisis del pirofosfato inorganico (PPi) creando constituyentes
para la mineralizacién 6sea, denominados cristales de hidroxiapatita (HA) los cuales se
asociaran a fibrillas de colageno de las placas de crecimiento 6seo (41).

De acuerdo a los resultados observados en VM deficientes en TNSALP tanto en humanos
como en ratones, estas contienen cristales de apatita, pero retrasandose la propagaciéon de
cristales extravesiculares, demorando por tanto el crecimiento 6seo (11,42). Esto podria
deberse a una falta de actividad pirofosfatasa de TNSALP o a la falta de generacion de Pi
(Figura 2) (27).

Figura 2. Propagacion de mineralizacién esquelética.

Imagenes de microscopia electrénica de barrido de VM que muestran; A) minerales confinados
al interior de las vesiculas, B) minerales que se rompen a través de las membranas de VM y C)
minerales que se propagan al andamio de colageno (11).
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Por otro lado, TNSALP puede actuar hidrolizando PPi (potente inhibidor de la
mineralizacion 6sea) en la membrana de las VM, generando Pi y promoviendo la formacion
de HA y el crecimiento 6seo (27,35). El PPi se puede formar en la matriz extracelular a partir
de ATP por la enzima NPP1, situada en la membrana plasmatica de las VM. El PP1 proviene
del metabolismo celular basal del citoplasma, también puede ser transportado al interior de
VM mediante el transportador ANK (35). La propagacion extravesicular de minerales en la
matriz de coldgeno esta controlada principalmente por la actividad pirofosfatasa de TNSALP
que restringe la concentracién de PPi y establece una relacién Pi/PPi propicia para la
calcificacion controlada (11).

La importancia de la relaciéon Pi/PPi ha sido demostrada por ratones knockout (KO) de los
genes que codifican TNSALP, NPP1 o ANK. Los ratones TNSALP KO (Akp2-/-)
muestran hipomineralizacién. Los ratones NPP1 KO (Enpp1 -/-) muestran calcificacién del
cartilago articular y de la aorta (43).

La mutacién del gen ENPP1 humano causa calcificacion arterial infantil idiopatica (44). Los
ratones ANK KO (ank -/-) presentan hipercalcificacién de vértebras y articulaciones, lo que
conduce a anquilosis progresiva (45). Animales doble KO de TNSALP (Akp2 -/-) y NPP1
(Enppl -/-) o ANK (ank/ank) muestran un esqueleto aparentemente normal, lo que indica
que TNSALP, NPP1 y ANK regulan la mineralizacién en conjunto (46).

Ademas, la osteopontina (OPN), otro potente inhibidor de mineralizacién que se une al
mineral de HA tan pronto como se expone al liquido extracelular, también controla el grado
de mineralizacion de la matriz extracelular (11).

En pacientes con HPP, la baja actividad de TNSALP causa una actividad mineralizante
defectuosa con hipomineralizacién de huesos y dientes debido a que los cristales de HA
extracelular se reducen y la mineralizaciéon se ve afectada (35). Sin embargo, en estos
pacientes la mineralizacién si que ocurre dentro de las VM formadas, debido a la presencia
de otras fosfohidrolasas como ATPasa, PHOSPHO1 o 5-AMPasa en el interior de estas
VMs que pueden iniciar la mineralizacion a pesar de una deficiencia de actividad catalitica de
TNSALP (41).

Los pacientes con HPP muestran un aumento de tejido osteoide con abundante matriz 6sea
extracelular desmineralizada sin cristales de HA, que conduce al raquitismo y la osteomalacia
(47). Se demostrd a través del analisis de ratones con HPP, que los odontoblastos mineralizan
la dentina a través de la produccién de VM vy de la regulacién de la relacién Pi/PPi (48)
mediante la TNSALP corrigiendo el cemento acelular (49), confirmando que la relacion
Pi/PPi también estd involucrada en la regulacion de la mineralizacion de la matriz del esmalte

29).

13



ESTUDIO POBLACIONAL DE HIPOFOSFATASIA EN LA PROVINCIA DE GRANADA Y CARACTERIZACION FUNCIONAL Y ESTRUCTURAL DE LAS VARIANTES IDENTIFICADAS

PPi
ATP
Protein-P

\ a—

VB LHED

Collagen

Matrix Vesicle

Figura 3. Mineralizacién esquelética mediada por VM.

Las VM son pequefias vesiculas derivadas de la membrana plasmatica de osteoblastos y
condrocitos. La fosfatasa alcalina inespecifica de tejidos (INSALP) en la membrana externa
de las VM hidroliza el PPi (inhibidor de la mineralizacién), la adenosina trifosfato (ATP) y el
fosfato unido a proteinas para producir Pi. Otra fosfatasa, PHOSPHO1 produce Pi a partir de
PC y PE dentro de las VM. El Pi fuera de VM es transportado al interior de las VM en parte
por los co-transportadores de Na+/Pi tipo 11 PiT-1 y PiT-2. El Ca®" proporcionado por los
canales de anexina Ca?" y los iones Pi captados por las VM se cristalizan para formar HA.
Posteriormente, la HA se transporta fuera de las VM donde se alarga en las fibrillas de colageno
para mineralizar la matriz extracelular usando el Pi y el Ca?* extracelular. El PPi extracelular
también es proporcionado por ANKH, un transportador de PPi de la membrana plasmatica.
La mineralizacién esta regulada por el equilibrio de estas tres moléculas, NPP1, ANK (H) y
TNSALP.

Abreviatura: Pi: fosfato inorganico; PEA: fosfoetanolamina; PP1: pirofosfato; PC: fosfocolina;
HA: hidroxiapatita; TNSALP: fosfatasa alcalina no especifica de tejido; Cotransportador de
Na*/Pi: transportador de fosfato de sodio; osteopontina (OPN); NPP1: nucledtido
pirofosfato fosfodiesterasa 1. (50).

1.4.2. Sintesis de neurotransmisores y actividad neuronal

La TNSALP presenta un papel muy importante en la sintesis de neurotransmisores y la
actividad neuronal regulando el metabolismo de la vitamina B6 (29). Particularmente actia
sobre el PLP, un derivado de la vitamina B6 que parece ser un sustrato fisiolégico para
TNSALP en suero y/o en leucocitos (51).

Tras la ingestion de vitamina BG fosforilada, esta es desfosforilada por la fosfatasa
alcalina intestinal (IALP), y la cantidad resultante de esta, asi como la piridoxina, piridoxal
(PL) y piridoxamina-5"-fosfato (PMP) ingeridos, son absorbidos rapidamente a nivel
intestinal por un proceso de difusién mediado por transportador (52). Luego se absorben en

la circulacion portal hepatica donde se convierten en PLP y secreta en el plasma unido en
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gran medida a la albumina. Antes de entrar en las células neuronales, el PLP libre en el plasma
debe desfosforilarse a PL, el cual puede atravesar membranas, para luego fosforilarse a PLP
y PMP dentro de las neuronas para actuar intracelularmente como cofactores (2,53,54).

TNSALP esta involucrado en la biosintesis del acido gammaaminobutirico (GABA) en el
Sistema Nervioso Central (SNC) a partir de PLP y glutamato, mediante la enzima glutamato
descarboxilasa (GAD). El GABA actta como el principal neurotransmisor inhibidor cerebral
(55). Estudios realizados en ratones TNSALP KO (Akp2-/-) muestran que la ausencia de
actividad de TNSALP conduce a una deficiencia intracelular de los precursores de vitamina
B6 y a una disminucién de la capacidad para mantener la homeostasis celular de la vitamina
B6, alterando la actividad normal de la glutamato descarboxilasa y la sintesis de
neurotransmisores como la serotonina o el GABA en el cerebro (53,55). Todo ello, junto
con el acamulo de PLP (52), parece ser el origen de las crisis epilépticas incluso la muerte
por apnea en pacientes con HPP (29,52,56), debido a la hiperactividad del SNC ocasionada
por la reduccién del GABA en las células neuronales (57,58). Aunque casi todos los pacientes
con convulsiones responden a la piridoxina, las convulsiones también pueden estar asociadas
con la presion intracraneal elevada debido a craneosinostosis, hipercalcemia e hipoxia (3,35).
Ademas de su papel en la sintesis de neurotransmisores, TNSALP puede estar involucrada

en la diferenciacion de células neuronales durante el desarrollo embrionario (29).

1.4.3. Funcion de TNSALP en Higado

Una proporcioén significativa de TNSALP presente en la circulacion sanguinea es originada
en el higado. TNSALP se expresa en hepatocitos humanos, tanto en el polo sinusoidal como
en el biliar del hepatocito. Los acidos biliares aumentan la actividad de TNSALP (59) y su
secrecion a la bilis (60). Los niveles séricos de ALP total son de gran relevancia clinica como
marcadores de colestasis, ya que pueden verse aumentados debido al reflujo retrégrado de la
ALP biliar, a una sintesis hepatica elevada como respuesta fisiolégica del higado ante la
obstruccion del conducto biliar, asi como por la inducciéon de la isoenzima IALP (29,60,61).
Una funcién importante de TNSALP en el higado es eliminar por desfosforilacion
endotoxinas como los lipopolisacaridos (LPS). EL lipido A del LPS es la parte toxica de la
molécula, siendo el resto mejor conservado entre los serotipos de LPS de una variedad de
bacterias gram negativas. La toxicidad viene determinada en gran medida por dos grupos
fosfato acoplados a dos glucosaminas en la parte del lipido A (62). La desfosforilacion de un

solo grupo fosfato da como resultado un resto monofosforil lipido A no téxico (63).
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1.4.4. Funcion de TNSALP en Riiion

En el rinén humano, TNSALP se expresa a lo largo del tubulo proximal en los segmentos
S1, S2 y S3 (64). La funcién de TNSALP en el rifién parece estar relacionada con el
metabolismo de PPi y la detoxificaciéon de LPS, aunque se necesitan mas estudios para
confirmar su funcién especifica en rifion (29,65). Las personas con HPP son propensas a
formar célculos de calcio (nefrocalcinosis) y se ha visto que presentan una excrecion urinaria
reducida de PPi (66), y en un grupo de 107 pacientes con calculos de calcio recurrentes, el

cociente PPi/creatinina se redujo en comparacién con los sujetos de control (67).

1.4.5. Papel de TNSALP en la Calcificacion vascular

Las células del musculo liso vascular (CMLV) expresan varios marcadores de condrocitos
y/o osteoblastos como TNSALP, sialoproteina ésea, osteocalcina y el factor de transctipcion
RUNX2 que estan involucrados en el proceso de la calcificacion aterosclerética (29,68).

La diabetes tipo 2 esta asociada con la calcificacion vascular de la capa media que parece ser
un indicador de la gravedad y duraciéon de la diabetes tipo 2 relacionada con el grado glucemia
(69). La calcificacion asociada con la diabetes tipo 2, al igual que en la aterosclerosis, se
acompafa de la expresion de marcadores de condrocitos y/o osteoblastos como el colageno
tipo II, TNSALP y osteocalcina por parte de las CMLV (70).

Varios estudios han demostrado que niveles elevados de proteina C reactiva (PCR) y
citocinas inflamatorias se asocian con un aumento de la calcificaciéon de la arteria coronaria
(71,72). Las citoquinas inflamatorias, concretamente la TNF-o secretada por los macréfagos
en las lesiones ateroscleroticas, estimula la expresion de TNSALP por parte de CMLV (29),
por lo que parece que la inflamacién puede ser un factor importante en el desarrollo de

calcificacion vascular (73).

1.4.6. TNSALP y la microbiota intestinal

La TNSALP esta relacionada con la actividad de la IALP, que se puede ver afectada en
funcién de vias moleculares no establecidas, pudiendo dar lugar a una alteracién en la
microbiota y en la permeabilidad intestinal dando lugar a procesos de inflamacién intestinal
(29). Los estudios recientes sobre la implicacién de la IALP en la proteccion de la mucosa
intestinal y la regulacién de la microbiota intestinal mediante la desintoxicaciéon de
endotoxinas bacterianas, especialmente LPS y ATP proinflamatorio (74—76) han dado lugar
a la exploracion de otras funciones biolégicas para TNSALP.

La microbiota intestinal juega un papel importante en el mantenimiento de la salud humana
y su disbiosis provoca un desequilibrio patolégico en la misma. Esta alteraciéon de la

microbiota intestinal esta implicada en la patogénesis de diversas enfermedades, como la
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enfermedad inflamatoria intestinal (77).. Se ha demostrado que la IALP ayuda a mantener la
homeostasis intestinal actuando como defensa de la mucosa (78,79), asi como un regulador
clave de la inflamacién, infeccién y microbiota intestinal principalmente a través de la
desfosforilacion de LPS (78). La disminucion de la expresiéon de IALP se ha relacionado con
un sobrecrecimiento bacteriano y posterior inflamacién (79). IALP actia inactivando LPS
mediante la desfosforilacion del lipido A, evitando asi que su unién al receptor tipo toll 4
(TLR4) inicie una cascada de eventos que conducen a inflamacién intestinal y sistémica (80).
Ademas ejerce su efecto desfosforilante en moléculas proinflamatorias como la flagelina y
trifosfato de adenosina (ATP) liberados por las células durante eventos estresantes (78). Se
ha visto que los mecanismos de proteccién intestinal en pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal estan deteriorados debido a una menor sintesis y actividad de la IALP
enddgena, sin embargo el mecanismo de esta deficiencia enzimatica sigue sin estar claro (78).
La estrecha relacion entre TNSALP y IALP, hace sospechar que los sintomas
gastrointestinales observados en pacientes afectados por HPP no sean algo casual, sino que

sean consecuencia de la disminucidn de la actividad de ALP derivada de esta enfermedad.

1.4.7. TNSALP y Algheimer
En el hipocampo y en el suero de pacientes con enfermedad de Alzheimer se ha observado
un aumento en la expresion y actividad de TSNALP, junto con un aumento en los niveles
de proteina tau en comparacion con los pacientes control sanos (63,81,82). Se podria afirmar
que existe una correlacion inversa entre la actividad de TNSALP con las funciones cognitivas
(82), lo que sugiere que TNSALP puede estar involucrado en el proceso degenerativo.
Ademas, se ha observado que la expresion y actividad de TNSALP estan reguladas por la
proteina tau extracelular desfosforilada en células neuronales humanas (81), lo que sugiere
un circulo vicioso durante el cual TNSALP es estimulado por la proteina desfosforilada. Por
lo tanto, la asociacion entre la expresion de TNSALP y la enfermedad de Alzheimer merece

una investigacién mas amplia y cuidadosa (29).

1.4.8. TNSALP como ATPasa

TNSALP también parece actuar como una ATPasa, siendo capaz de hidrolizar ATP a valores
de pH basicos (pH 7.5-9.4) (83). En recién nacidos existe una alta actividad circulante de
TNSALP, por lo que los niveles plasmaticos de adenosina antiinflamatoria se ven
aumentados debido a la desfosforilacion del ATP proinflamatorio (84). Ademas, TNSALP
es una enzima que esta involucradas en el metabolismo de las purinas, contribuyendo a
produccién de adenosina no nociceptiva para las neuronas de los ganglios de la rafz dorsal

somatosensorial y la médula espinal dorsal (85).
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La deficiencia de TNSALP causa una alteracion de la senalizacién purinérgica en ratones
AILPL KO que podtia aumentar la ratio ATP/adenosina. Dichos cambios pueden explicar
las convulsiones, la hiperalgia y la alodinia observadas en ratones ALPL KO, y tal vez en

pacientes con HPP grave (Figura 4) (11).

cell function

Regulation of
Adenosine
receptor

P2 receptor

ATP — ADP — AMP — Adenosine — Inosine
ENTPD ENTPD NTSE ADA
\ e e [
ENPP1
Figura 4. Enzimas involucradas en el catabolismo de ATP para formar adenosina, y regulacion
de la relacion ATP/adenosina en la sefializacion putinérgica.

ENPP1: ectonucleétido  pirofosfatasa/fosfodiesterasa, ENTPD/CD39: ectonucledtido
trifosfato  difosfohidrolasa, NT5E/CD73: ecto-50-nucleotidasa, PAP: fosfatasa 4cida

prostatica, ADA: adenosina desaminasa, TNAP: fosfatasa alcalina no especifica de tejido (11).

1.5. Isoenzimas de ALP

Las ALPs humanas se pueden clasificar en al menos cuatro isoenzimas, principalmente de
acuerdo con la especificidad del tejido en el que expresan (30). Tres de las cuatro isoenzimas
ALP son especificas de tejido: una es placentaria (PALP), la segunda de células germinales
(GCALP) y la tercera intestinal (IALP), presentando una homologia en sus secuencias
aminoacidicas entre 90-98% (206) diferenciandose en su extremo carboxilo terminal (30).

La cuarta, TNSALP o fosfatasa alcalina “I./B/K” es idéntica a las otras tres en un 50%, y se
puede encontrar de forma abundante en huesos, higado y rifiones (11,26), pero también en
el sistema nervioso central, fibroblastos, endotelio, en la placenta durante el primer trimestre
del embarazo y otros tipos de células (11).

TNSALP se expresa en gran variedad de tejidos de ahi su denominacién de no especifica de
tejido. Sin embargo, se ha visto que su expresion es especifica en distintos tejidos en funciéon
de la etapa durante el desarrollo embrionario, siendo predominante en el esqueleto en
desarrollo en todas las especies de vertebrados (27).

En adultos sanos, las cantidades séricas de TNSALP procedente de hueso e higado son
equiparables. En bebés y nifios sanos, y especialmente en adolescentes, la circulacién se

encuentra enriquecida en TNSALP de sintesis 6sea (2).
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La glicosilacion es la forma mas comun de modificacion postraduccional de proteinas y las
cadenas de carbohidratos de las glicoproteinas influyen en las propiedades funcionales de las
glicoproteinas (86). Existen dos tipos principales de glucanos, ligados a N y ligados a O. Los
glucanos unidos a N estan unidos a residuos de asparagina en un motivo Asn-X-Ser / Thr,
y los glicanos unidos a O estan unidos a serina o treonina (87).

La secuencia de DNAc de ALPL sugiere la presencia de cinco sitios de N-glicosilacién,
N123, N213, N254, N286 y N413 (11,29), donde se anclan las cadenas de azticar necesarias
para la actividad catalitica (11). TNSALP y PALP presentan una homologfa en las secuencias
aminoacidicas del 74% (35), pudiéndose observar que aunque existen dos sefiales de N-
glicosilacion en sitios homoélogos en TNSALP y PALP, la enzima TNSALP contiene tres
sefiales de glicosilacion adicionales que estan ausentes en la PALP (30).

La glicosilacion diferencial del gen AILPL da lugar a una familia de isoenzimas producidas
por las células 6seas, hepaticas y renales con diferentes propiedades biofisicas y cinéticas que
difieren entre si solo por modificaciones postraduccionales (2,11,30,88) que afectan a las
actividades cataliticas de estas isoformas (29). Debido a que las isoenzimas ALP hepatica,
ALP renal y ALP 6sea (BALP) son codificadas por el mismo locus genético, se les podria
denominar como isoformas de la misma isoenzima TNSALP (88).

Se ha confirmado que tanto BALP como la ALP hepatica estan N-glicosiladas (89). Las
diferencias entre el hueso y el higado también pueden deberse a diferencias en la O-
glicosilacion. BALP parece estar O-glicosilada, mientras que la ALP hepatica no (88).

La isoenzima 6sea BALP puede diferenciarse en el tejido 6seo a su vez en tres isoformas
(B1, B2 y B / I) (88) y se ha descubierto una cuarta isoforma (B1x) en pacientes con
enfermedad renal crénica (90) y en tejido 6seo (91). De las cuatro isoformas, B/I, B1 y B2
son las que se encuentran comunmente en la circulacién (92), la isoforma B/I (hueso /
intestino) no es una isoforma 6sea "pura" ya que se asocia con la ALP intestinal circulante,
compuesta en un 70% de BALP y 30% de ALP intestinal. Se ha observado que la isoforma
B2 presenta valores significativamente mis altos de kcat/KM (mayor especificidad por el
sustrato) en comparacioén con las otras isoformas BALP para todos los sustratos pNPP, PPj,
PLP y PEA. Las isoformas BALP presentan diferentes propiedades cataliticas debido a

diferencias estructurales debido a la N-glicosilacién postraduccional (88).
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1.6. Genética de ALP

En los humanos, las ALPs (EC 3.1.3.1) estan codificadas por cuatro genes tradicionalmente
nombrados segun los tejidos donde se expresan predominantemente (27,29,30) (Tabla 1). El
gen ALPL (ALPL; NM_000478) codificante de TNSALP se encuentra en el brazo corto
distal del cromosoma 1 (1p36 — p34), en la banda 1p36.12 (26,27), y mas especificamente en
la posicion chrl: 21581175-21650208 (27). Consta de 12 exones, 11 de los cuales (exones 2-
12) codifican cada monémero. Cada uno de los mondémeros contienen un sitio activo
generado por secuencias de nucleétidos conservadas evolutivamente (11). Los exones 2—12
estan contenidos dentro de 25 kb de DNA vy el ex6n adicional (exén 1) esta en el extremo 5
de la region no codificante (5’UTR). La distancia entre los exones 1 y 2 es de al menos de 25
kb adicionales de DNA (30,93), estando distribuido el gen completo en aproximadamente
70 kb (3,30,94). Parece ser que el gen ALPL es al menos cinco veces mas grande que los
genes codificantes del resto de fosfatasas alcalinas especificas de tejido. Esto parece ser
debido a la mayor longitud de tamafio de sus intrones (27,30) y en concreto al primer intrén
que separa el ex6n 1 (que contiene solo secuencias no traducidas (5'UTR)) del exén 2 (que
contiene parte del 5'UTR vy el codén de inicio para la traduccion) (27). Los intrones en los
genes codificantes de las isoenzimas de ALP intestinal, placentaria y germinal son bastante
mas pequefios (74-425 pb) (30).

La HPP se produce por una mutacién con pérdida de funcién en el gen ALPL. Se ha
observado que este gen esta sujeto a una alta heterogeneidad alélica (3) y se han descrito mas
de 400 mutaciones distintas (http://ALPLmutationdatabase.hypophosphatasie.com), en su
gran mayoria mutaciones sin sentido (entorno al 74%) (95). Debido a esta gran variedad de
mutaciones, la HPP presenta una expresividad clinica muy variable (3,26). Dicha expresion
varfa desde la muerte fetal por hipomineralizacién 6sea hasta las fracturas multiples que
ocurren en edad adulta (20).

Las isoenzimas, PLAP, GCALP e IALP, estan codificados por los genes ALPP, ALPP2 y
ALPI respectivamente, y muestran una expresion tisular mucho mas restringida, de ahi el
término general de fosfatasas especificas de tejido (27). Los genes codificantes de estas

isoenzimas se encuentran agrupados en el cromosoma 2q37.1 (26). Cada isoenzima esta

codificada por diferentes loci genéticos (Tabla 1) (27,29,30).
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Tabla 1. Resumen de la nomenclatura de genes para las distintas isoenzimas de ALP humana,

incluyendo nombres comunes, distribucion en tejidos, funciones principales, la localizacién

cromosomica y los numeros de acceso.

Nombre de , Distribucion en Funciones Localizacion N° de
Gen . Nombre comin .. .. L.
la proteina tejidos principales cromosémica acceso
f: Ii
Fos a/tasa alca I}a 1o SNC en desarrollo
especifica de tejido, Esqueleto Mineralizacién
ALPL.  TNSALP fosfatasa alcalina ,q , Chr1: 21581174-21650208 NM_000478
tino 6sea-hendtica. Higado 6sea y dental
p P Rifion
renal
. L Transporte y
Fosfatasa alcali foblas Chr2: 233068964-
JLPP PLALP 0s ata%a' calina S{ncmotro oblasto, metabolismo t: 06896 NM. 001632
placentaria diversos tumores . 233073097
placentario
Testiculos,
Fosfatasa alcalina d. trofoblast Cht2: 233146369—
ALPP2  GCALP oA asa Aeatia €e - Ho ORIasios Desconocido - NM_001631
las células germinales  malignos, cancer 233150245
testicular
Intestino, influido ~ Absorcién y
ALPI TALP 'Fosfa'tasa alcalina p<.)r la 3 barrer'a Cht2: 233097057— NM._ 031313
intestinal alimentacion grasa  intestinal, 233100922
y el grupo ABO desintoxicacion

1.6.1. Herenciay efecto dominante negativo

La expresion de la HPP puede transmitirse de forma autosémica dominante o recesiva. Los

fenotipos clinicos mas graves (perinatal letal/lactante) se transmiten como un trasgo

autosémico recesivo, mientras que las formas mas leves pueden ser causadas por una

transmisién autosomica recesiva o dominante (95). La detecciéon de una unica mutacion

heterocigética en un paciente con HPP de fenotipo leve con herencia autosémica dominante

puede explicarse por mutaciones intrénicas o mutaciones en la secuencia reguladora o porque

que la mutacién heterocigdtica tenga un efecto dominante negativo (DNE) (96,97). Por lo

tanto, un DNE de una mutacién puede indicar una verdadera heterocigosidad, mientras que

su ausencia puede sugerir una heterocigosidad compuesta debido a la existencia de otra

mutacién no detectada. El concepto general de una mutacion DNE es que su polipéptido

mutante reducira la actividad de la proteina de tipo salvaje coexpresada. Un estudio genético

describe las mutaciones

DNE como antimorfos, lo que significa que el gen mutante

antagonista tiene un efecto opuesto al gen del que se deriva (98). Un DNE modifica las

propiedades estructurales y funcionales de homodimero de TNSALP comprometiendo las

propiedades cinéticas de todo el dimero y conduciendo a la insuficiencia de TNSALP que se

hereda de generaciéon en generacion (11). El DNE de las mutaciones puede probarse

mediante cotransfeccion de ADNc mutados y Wild Type (WT) y medicién posterior de la

actividad ALP (96). Los casos de herencia autosémica dominante de HPP pueden explicarse

por la disminucién de la actividad del monémero de tipo salvaje en el complejo enzimatico

heterodimérico o por el secuestro y/o degradacion del monémero de tipo salvaje en el
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aparato de Golgi (2,96). El grupo de Mornet estimé que el 13.4% de los alelos de

cromosomas con mutaciones asociadas a HPP tienen un DNE en la poblacién europea (16).

1.6.2. Regulacion del gen ALPL

La expresion del gen de TNSALP esta regulada predominantemente por dos exones, Ia e Ib,
sintetizados por a partir de dos RNA mensajeros (nRNA) ensamblados, diferentes solo por
su region no traducida 5 (27,99,100). El promotor aguas arriba (Ia) es utilizado
preferentemente por los osteoblastos (MRNA de tipo 6seo) y el promotor aguas abajo (Ib)
por el rinén y el higado (mRNA de tipo higado) (101).

Hay estudios que evidencian que algunos agentes pueden elevar los niveles de enzima
TNSALP aumentando la expresion de los factores de transcripcion especificos de los
osteoblastos mediante la estabilizacién del mRNA de TNSALP (29).

Una combinacién de 1,25-(OH)2D3 y TGF parece disminuir la represion del gen ALPL
elevando los niveles de TNSALP (102), mientras que el factor de crecimiento basico de
fibroblastos (bFGF) reduce el nivel de TNSALP en células de osteosarcoma de rata ROS
17/2.8 (103).

Se ha visto que las células de osteosarcoma tratadas con 1,25-(OH)2D3 aumentan la tasa de
transcripcion del gen AILPI hasta 5 veces, mientras que la dexametasona aumenta los niveles
de TNSALP hasta 7 veces en células ROS 17/2.8 de rata. Ademas del 1,25-(OH)2D3, el
acido ascorbico también es necesario para lograr la actividad maxima de TNSALP en las
células ROS 17/2.8 de rata y MG-63 de osteosarcoma humano (27).

Las células ROS 17/2.8 poseen también receptores nucleares de hormonas tiroideas T3 y se
descubri6 que estas hormonas también estimulan la actividad TNSALP (27,104).

La expresion de gen de TNSALP se encuentra regulada ademas por la actividad de la proteina
quinasa dependiente de AMPc (PKA) a nivel de mRNA y proteinas (105), mientras que la
proteina p38 regula la expresion de TNSALP durante la diferenciaciéon de células
osteoblasticas . También se ha desmostado que Smd3 induce la actividad de TNSALP y la
mineralizacion en las células osteoblasticas MC3T3-E1, mientras que el factor de crecimiento
beta (T'GFb) regulan negativamente actividad TNSALP inducida por Smad3 y la

mineralizacion en células osteoblésticas de ratén (27).
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1.7. Estructura de ALP

Las coordenadas cristalograficas de la ECAP han sido utilizadas para predecir la estructura
cristalina de las ALP en mamiferos. En 2001, el modelo estructural tridimensional del
TNSALP humano fue propuesto por Mornet (26). Este modelo esta basado en su homologia
con la isoenzima plancentaria (PALP) (1IEW2) (11,27,100), determinada a una resolucién de
1.8 A. La secuencia aminoacidica de la molécula TNSALP humana es 57% idéntica y 74%
homologa con la molécula de PLAP humana (35).

La estructura general de ALP de mamiferos es un homodimero, donde los dos monémeros
se relacionan entre s{ mediante un eje cristalografico doble. La interfaz del homodimero
muestra un fuerte caracter hidrofébico con menos del 30% de sus residuos formados por
aminodacidos que se encuentran involucrados en interacciones de enlace de hidrégeno (11).
Muchas interacciones de enlaces de hidrégeno han sido reemplazadas por enlaces de Van
der Waals menos especificos, que permiten con mayor probabilidad la reorganizaciéon de los
dos monémeros (106). Cada mondémero contiene 484 residuos, cuatro atomos metalicos, un
ion fosfato y 603 moléculas de agua (27).

En la superficie de TNSALP destacan seis regiones claramente identificables cruciales para

la funcién enzimatica y la mineralizacién 6sea, que se describen a continuacion.

1.7.1. Sitio activo
Presenta cuatro sitios de uniéon a metales: dos para zinc, uno para magnesio y uno para iones
de Ca** (30). Los entornos de iones Zn*" y Mg*" son esenciales para mantener actividad
catalitica de las enzimas. Sin embargo, el trabajo de Bortolato et al. (1999) sobre la IALP
bovina demostré que estos espacios metalicos también pueden ser responsables del
mantenimiento de la estructura cuaternaria de las ALPs de mamiferos (27,107). La evolucién
ha conservado solo un 8% las caracteristicas generales de la enzima con respecto a E. ¢/,
conservandose solo los residuos estrictamente necesarios para realizar la catélisis en el sitio
activo (100), es decir, la serina catalitica, los tres sitios de iones metalicos M1 ocupado por
Zn*", también llamado Zn1; M2 ocupado por Zn**; también llamado Zn2 y M3 ocupado pot
Mg*") ademas de sus ligandos (27), siendo la mayotia de los residuos circundantes que les
confieren especificidad de sustrato diferentes (26). Una de las caracteristicas que diferencian
la ALP de mamiferos de la de E. co/i es la adquisicion durante la evoluciéon de un cuarto sitio

de ion metalico denominando sitio de unién de calcio (M4) (30).

1.7.2. Valle del sitio activo

Esta region esta localizada a ambos lados del sitio activo, en el valle del sitio activo. La

ubicaciéon de Arg'’ y Arg*’, ambas exclusivas de TNSALP, en la region del valle del sitio
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activo, sugiere que estos dos residuos altamente basicos y polares pueden estar involucrados

en la regulacién de la estabilizacion y/o direccién del sustrato (27).

1.7.3. Hélice a del brazo N-terminal

La hélice « del brazo N-terminal. Se ha demostrado que su integridad estructural es un
requisito esencial para la transiciéon intramolecular en el sitio activo durante la catalisis

enzimatica tanto en PLAP como en TNSALP (27).

1.7.4. Dominio corona interfactal “Crown domain”

Se trata de un bucle flexible que se forma mediante la inserciéon de un segmento de 65
residuos de cada monémero formado por dos pequefas laminas $ extendidas, cada una
compuesta de tres hebras paralelas y rodeadas por seis bucles grandes y flexibles que
contienen una hélice a corta (27).

Esta region es responsable de la interaccién de las ALPs con las protefnas de la matriz
extracelular mediante la unién del colageno (26,30). Se ha demostrado que este bucle, no
presente en la enzima de E. /i, desempefia un papel crucial en la funcién de la enzima tanto
en la definiciéon de la conformacién y como en la estabilidad de la molécula al estar
involucrado en la interaccién de subunidad-subunidad. Los 65 residuos del dominio corona
estan bien conservados presentando una homologfa del 72% con PLAP, a excepcion de la
region 405—435, donde solo 11 residuos son idénticos y 5 homdlogos (26). Se ha observado
que este bucle es responsable de la inhibicién la enzima de manera poco competitiva a través
de la unién de varios aminoacidos y péptidos pequefos, ya que el bucle se encuentra ubicado

en la punta del dominio corona siendo altamente accesible (30,100).

1.7.5. Domzinio de union al calcio (M4)

El “dominio de unién al calcio (M4)” esta compuesto por 76 residuos (residuos 211-289) y
plegado en dos cadenas 3 flanqueadas por dos hélices «. Incluye un sitio de glicosilaciéon en
Asn®®, estabilizado por una interaccién de apilamiento con Trp™, y un ion metilico adicional
(26,30,106). El atomo de calcio esti coordinado por los carboxilatos de Glu*®, Glu*™ y
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Asp™, por el carboxilo de Phe”” y por una molécula de agua (26,30). La unién del calcio es
crucial para el correcto plegamiento y el ensamblaje de la molécula TNSALP (30). Aunque
la importancia estructural y funcional de este sitio no esta del todo clara (27), se sabe que esta
region no influye en la actividad catalitica de TNSALP (11).

Sin embargo, se ha observado una relaciéon entre mutaciones en cualquiera de los tres

ligandos Glu™®, Glu™* o Asp™ con las formas graves de HPP, probablemente porque se

anule la unién del calcio (20).
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1.7.6. Iuterfaz del homodimero

La interfaz del homodimero permite la dimerizaciéon de los monémeros que resulta esencial
para la correcta actividad de TNSALP. Esta region junto con estructuras como la lamina §3
extendida, Hélice o del brazo N-terminal (muy similar al de ECAP) o el dominio corona
estan involucradas tanto en la estabilizacion de la estructura dimérica como en la

determinacion de las propiedades alostéricas (27).

Crown domain
‘\,l
/ Sitio activo y sus

alrededores

1

]

Dominio de |I
unién al calcio \

— N_f
Interfaz del
homodimero

Figura 5. Estructura y zonas sensibles de mutaciéon de la TNSALP.

Estructura 3D de TNSALP humana basada en PLAP mediante un modelo de simulacion
usando el programa SWISS MODEL incluyendo la secuencia de aminoacidos de UniProtKB
(P05186-PPBT_HUMAN). En verde agua y amarillo se muestra cada mondémero.

El 78% de las mutaciones de TNSALP estan comprendidas en estas regiones, la mayoria de
ellas asociadas a formas severas de HPP, lo que indica que son regiones claramente cruciales
para la funcién enzimatica y la mineralizacion dsea.

Se ha observado que las mutaciones ubicadas en el sitio activo y sus alrededores, en la interfaz
del homodimero, en el dominio corona o en el dominio de unién al calcio dan lugar a
fenotipos mas graves de HPP, mientras que las mutaciones en el valle del sitio activo dan
como resultado un fenotipo menos grave (35). Las mutaciones en otras regiones de la
molécula se asocian preferentemente con fenotipos moderados (25,108,109).

La mayorfa de las mutaciones que demostraron tener un DNE medible experimentalmente
se localizaron en tres dominios: la regiéon de unién del homodimero, el sitio activo y el
dominio corona (96). Por lo tanto, una mutacion ubicada fuera de estos dominios

probablemente no presentara un DNE (25).
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1.8. Sustratos de TNSALP

TNSALP presenta una amplia especificidad de sustratos pudiendo hidrolizar o transfosforilar
una gran variedad de compuestos fosfatados in vitro como ATP, ADP, AMP, PPi, glucosa-
1-fosfato, glucosa-6-fosfato, fructosa-6-fosfato y B-glicerofosfato (29). Sin embargo, solo
algunos de estos compuestos han sido confirmados como sustratos naturales de la enzima,
como son el PPiy PLP (11,27), al observar un aumento de los niveles plasmaticos en los
pacientes con HPP (30). No obstante, estudios recientes sugieren que ATP (85,110), LPS
(111) y OPN (112) son también sustratos naturales de TNSALP (11).

1.8.1. Pirofosfato inorganico (PPi)

Uno de los sustratos naturales con mayor implicacién en el metabolismo 6seo es el PPi.
TNSALP es una pirofosfatasa que genera Pi a partir de la hidrélisis de PPi permitiendo el
crecimiento extravesicular de los cristales de HA (11). La relacion de concentracion de Pi/PPi
en la matriz extracelular es crucial en el segundo paso de la mineralizacion, ya que PPi es un
inhibidor de la formacién de HA, al prevenir la formacion inicial de cristales y también el
crecimiento de cristales al recubrir fisicamente los cristales nacientes de HA (27,113,114) . La
formacién de apatita en los condrocitos de la placa de crecimiento es éptima cuando la
relacién molar Pi/PPi es superior a 140, y se inhibe totalmente cuando la relacién disminuye

por debajo de 70 (114).

1.8.2. Piridoxal-)’-fosfato

Otro sustrato natural de TNSALP descubierto mediante el estudio de pacientes con HPP es
el PLP, la principal forma circulante y activa de vitamina B6. El PLP puede actuar como una
coenzima en la catabolizacion de varios aminoacidos y como cofactor en las
descarboxilaciones necesarias para la generaciéon de neurotransmisores, como dopamina,
serotonina, histamina, taurina y acido gamma-aminobutirico (GABA) (11). TNSALP actia
eliminando el Pi de PLP para formar PL, capaz de atravesar la barrera hematoencefalica
fosforilandose de nuevo en el SNC para participar en la sintesis de neurotransmisores (115).
En lactantes gravemente afectados por HPP y en HPP infantil, la deficiencia de TNSALP da
lugar a niveles bajos de PL en la circulacién, por lo que, la incorporacién de PL al SNC es

insuficiente provocando convulsiones dependientes de la vitamina B6 (57,115).

1.8.3. Fosfoetanolamina (PEA)
PEA es un componente del enlace de GPI de la TNSALP a la superficie celular, por lo que
PEA podria ser un producto de degradacion de esta union a la superficie celular (11,51). PLP

es un cofactor para la enzima O-fosfoetanolamina fosfoliasa que transforma la PEA en
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acetaldehido, Pi y NH3 en el interior de la célula (116). La disminucion en la actividad de
TNSALP provoca la acumulacion de PLP extracelular y con ello el aumento de PEA (11).

Aunque los niveles elevados de PEA en sangre u orina, tipicamente apoyan un diagndstico
de HPP, esto no es patognomonico de la enfermedad. La fosfoetanolaminuria es un signo
clinico en varias enfermedades metabdlicas 6seas y de otros trastornos. La excreciéon de PEA
en orina esta condicionada por diferentes variables como la edad del paciente, el ritmo
circadiano, la dieta, entre otras y se ha reportado que es normal en varios individuos

levemente afectados con HPP, por lo que esta molécula no es un buen marcador de HPP.

1.8.4. Osteopontina

La OPN es una glucoproteina con 36 sitios de fosforilacién de serina/treonina (117) cuya
funcién es la de anclar los osteoclastos a HA mediante sus secuencias de poliaspartato,
ademas de favorecer la union de la integrina CD44 y avb3 a través de su secuencia RGD
(arginina-glicina-aspartato), mediando asi la sefializacién y la migracion celular (118). La
OPN fosforilada, es un potente inhibidor de la mineralizacién ésea asi como de la
mineralizacion en las células del musculo liso vascular (119). Se ha observado que el efecto
inhibidor de OPN sobre la deposiciéon mineral disminuye si se elimina el 84% de este fosfato
unido covalentemente (120).

La expresion de OPN por osteoblastos es controlada mediante los niveles extracelulares
elevados de PPi (11,118). Niveles plasmaticos elevados de OPN fosforilada se acompanan
del aumento de los niveles de PPi extracelular en ratones ALPL KO (121), mientras que la
ausencia de la funcion TNSALP conduce a la acumulacion de OPN fosforilada y con ello
una mineralizacién 6sea defectuosa en ratones ALPL KO (11,112). Esto sugiere que OPN
es otro sustrato de TNSALP, y la fosforilacion de OPN es una via bioquimica adicional en

la fisiopatologfa de la HPP (11).

1.9. Diagnéstico de HPP

El diagnéstico de HPP en la practica clinica es un reto, tanto por su baja prevalencia como
por el solapamiento con los fenotipos de otras patologias mas prevalentes (8). Sintomas
como artralgia, mialgia y dolor 6seo son comunes en HPP, siendo estos muy similares a los
que aparecen en el raquitismo, osteogénesis imperfecta, enfermedad de Paget, osteosarcoma,
artritis reumatoide o fibromialgia (122). A menudo, los pacientes afectados por HPP se
encuentran infradiagnosticados o presentan un diagnéstico erréneo con afios de evolucion
(123), por lo que se hace necesaria una alta sospecha y un profundo conocimiento de la

enfermedad para su correcto diagnostico (124).
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Otro factor limitante para el diagnéstico de HPP es el escaso valor asignado a una
disminucién de la actividad de ALP sérica , en contraste con la valoraciéon que se realiza en
cuanto al aumento de la actividad de ALP en la practica clinica (8,124).

Los signos y/o sintomas clinicos son el primer escalén para la sospecha diagnéstica de HPP.
Sin embargo, existen formas clinicas durante el periodo infanto-juvenil que se pueden
presentar con una baja o nula expresion clinica. En estos casos, unos niveles persistentemente
bajos de actividad de ALP sérica podrian indicar la existencia de HPP paucisintomatica,
presentando una mayor expresividad clinica en la edad adulta (8).

Los pacientes que presentan signos y/o sintomas a nivel musculo-esquelético y/o dentales
deben de ser considerados como sospecha de diagnostico clinico de HPP. Los sintomas
respiratorios y neurolégicos que aparecen las formas graves perinatales y del lactante
supondran un apoyo a la sospecha diagnostica (8).

El siguiente escalon tras la sospecha clinica para el diagnéstico de HPP deberia de ser la
determinaciéon de ALP en suero. Los datos de sujetos normales muestran que la ALP 6sea
contribuye aproximadamente a la mitad de la actividad total de ALP en adultos (30).

Los valores de referencia deben de ajustarse en funcién de la edad, el sexo y el ensayo
utilizado. Para ello se deberian utilizar los valores de referencia aportados por en el estudio
CALIPER para la poblacion pediatrica (125), y los valores de referencias recomendados por
la International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) para la
poblacién adulta (126). El proyecto CALIPER es un estudio colaborativo entre centros
pediatricos de Canada que presenta valores de referencia estratificados por edad y sexo para
40 marcadores bioquimicos (quimica sérica, enzima, lipidos y analitos proteicos) en una
poblacién sana y multiétnica de nifios y adolescentes sanos (n = 2188, de recién nacidos a 18
afios de edad). Este estudio aborda brechas criticas en el establecimiento de valores de
referencia en poblacion pediatrica relacionadas con el desarrollo y crecimiento del nifio, que
pueden influir profundamente en las concentraciones de muchos analitos medidos
rutinariamente en el laboratorio de diagnéstico clinico, determinando la influencia de
covariables claves, como la edad, el sexo y la etnia (125,127).

La actividad ALP inferior a los valores de referencia de forma persistente puede estar
asociada a HPP, sin embargo, existen otras situaciones clinicas en las que también se ve
disminuida la actividad de esta enzima (Tabla 2) (128). El conocimiento de estos criterios de

exclusion sera de gran relevancia a la hora de un diagnéstico correcto de la enfermedad (8).
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Tabla 2. Situaciones clinicas asociadas a la disminucion de la actividad de fosfatasa alcalina.

CRITERIOS DE EXCLUSION DE HPP

Cirugfa bypass coronatio Sindrome de leche y alcalinos
Enfermedad celiaca Osteogénesis imperfecta, tipo 11
Displasia cleidocraneal Anemia grave o perniciosa
Sindrome de Cushing Envenenamiento por metales pesados radioactivos
Hipotiroidismo Deficiencia de vitamina C
Transfusién masiva de sangre o plasma Intoxicacién por vitamina D

Ciertos farmacos: clofibrato, tamoxifeno, -
L - . _ Deficiencia Zn2+ o Mg2+*
glucocorticoides, quimioterapicos, bifosfonatos

Enfermedad de Wilson Mieloma Multiple

Inanicién Obtencion de sangre incorrecta (oxalato, EDTA)

Ademas de las causas mas conocidas de hipofosfatemia secundaria, existen otras situaciones
menos comunes que también se asocian a niveles disminuidos de ALP, que también deben
ser consideradas para hacer un diagnéstico certero. Estudios recientes han demostrado que
el hierro yla ferritina son potentes inhibidores de la osteogénesis, al inhibir significativamente
la actividad de la ALP. La actividad ferroxidasa de la ferritina se considera el elemento central
de esta inhibicion (129) (Figura 6). En consecuencia, es importante considerar la

hemocromatosis como una causa secundaria de hipofosfatasemia, diferente de la HPP.

2+
Ca Fosfatasa

(D Alcalina
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&/ é

4 AMP + PPi
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(Nucleacién) (Actividad
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NTP pirofosfatasa

Condrocito

Figura 6. Actividad ferroxidasa sobre la actividad de ALP y metabolismo de PPi en

hemocromatosis.

a) Inhibicién de la fosfatasa alcalina por el hierro, dando como resultado valores altos de PPi.
b) El incremento de la concentracion de PPi aumenta la actividad de nucleacién del hierro en
la formacién de cristales de CPPD (130).
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Por otra parte, se han descrito algunos casos de pacientes afectados por displasia
cleidocraneal que puede simular la HPP (131). La displasia cleidocraneal es una displasia
esquelética causada por mutaciones en el gen RUNXZ codificante del factor de transcripcion
de osteoblastos especifico de hueso/cartilago. Aunque existen manifestaciones clinicas que
difieren entre ambas patologias, estos pacientes podrian presentar algunas de las
caracteristicas radiograficas y bioquimicas compatibles con HPP. La displasia cleidocraneal
se caracteriza por macrocefalia con suturas persistentemente abiertas, claviculas ausentes o
hipoplasicas, anomalias dentales y osificacion tardia de los huesos pubicos ademas de niveles
séricos de ALP persistentemente disminuidos. Los estudios con ratones knockout para
RUNXZ2 han demostrado una ausencia completa de ALP, lo que sugiere que RUNX2 podria
participar en la regulacion de la actividad de TNSALP (132). Sin embargo, hasta la fecha, no
se sabe si se trata de una relacion directa o indirecta ya que no existen estudios para identificar
los mecanismos moleculares por los que interactian RUNX2 y TNSALP.

Existen casos en los que los hallazgos clinicos, radiolégicos y bioquimicos (concentraciones
de PLP elevadas) son tipicos de pacientes con HPP infantil, con la excepcion de que la
actividad de la ALP sérica es normal o incluso aumentada (27,133). Este fenotipo
extremadamente raro se denomina “pseudohipofosfatasia” y solo se ha documentado de
manera convincente en dos bebés (27).

Una posible explicacion de estos niveles normales de ALP es la correccion transitoria de la
hipofosfatasemia como resultado de fracturas o enfermedades intercurrentes, o ligeras
elevaciones en los niveles de sustratos de la enzima que causan una sobreexpresion de
TNSALP (134,135).

La medicién de la densidad mineral 6sea mediante absorciometrfa dual de rayos X (DXA)
permite observar una reduccién del contenido mineral 6seo en pacientes con HPP. Por ello,
el estudio DXA apoyara el diagnéstico, pero sin ser imprescindible para el mismo (8), ya que
las imagenes radiolégicas pueden ser compatibles con osteopenia, condrocalcinosis y/o
fracturas patoldgicas, sin ser estos hallazgos patognomonicos de la HPP (136). Ademas, hay
pacientes afectados por HPP con un alto riesgo de fracturas por fragilidad a pesar de
presentar un aumento de la densidad 6sea lumbar determinada por DXA (137). En este
contexto, serfa de gran utilidad contar con estudios que evalien la arquitectura 6sea en
pacientes con HPP para valorar la contribucién del hueso trabecular y cortical al riesgo de
fracturas en esta poblacién.

La baja actividad de ALP conlleva a la acumulacién de sus sustratos naturales,
fundamentalmente PLP y PPi, cuya elevacion es la responsables de las manifestaciones de la

enfermedad (8,11). Todos estos sustratos pueden ser determinados para evaluar la actividad

30



ESTUDIO POBLACIONAL DE HIPOFOSFATASIA EN LA PROVINCIA DE GRANADA Y CARACTERIZACION FUNCIONAL Y ESTRUCTURAL DE LAS VARIANTES IDENTIFICADAS

de ALP. Sin embargo, debido a la baja accesibilidad para determinar PPi, el mejor candidato
para el estudio de funcionalidad ALP es el PLP. En nifios afectados por HPP, el aumento de
los niveles plasmaticos de PLP se correlaciona con la gravedad de la enfermedad, siendo este
el marcador de mayor sensibilidad diagnéstica (2). El valor predictivo positivo y negativo
del PLP para el diagnoéstico de HPP en la infancia es muy alto, aunque la ausencia de
elevacion del PLP plasmatico, o de los demas sustratos de la ALP, no pueden excluir el
diagnostico de HPP (8).

Los valores de calcio y fosfato sérico y calcio urinario también pueden verse elevados en
algunas ocasiones, siendo mas frecuente en las formas tempranas de la enfermedad. En
general, los niveles de parathormona (PTH) y vitamina D se encuentran dentro de los valores
de normalidad (130).

En pacientes con manifestaciones clinicas compatible con HPP y actividad de ALP sérica
disminuida de forma persistente (en ausencia de otras causas), con o sin sustratos elevados,
es necesario descartar otras patologias mas frecuentes cuyo fenotipo puede solaparse con la
HPP (Ver Tabla 3, “Presentacién clinica de HPP, diagnéstico diferencial y herencia”)
(3,4,138).

El hallazgo de mutaciones patogénicas en el gen APl permite establecer el diagnéstico
definitivo de HPP. Sin embargo, el no encontrar una mutacioén en el gen ALPL no permite
excluir el diagnéstico de HPP, ya que por una parte, la regulacion de los niveles extracelulares
de PPi, responsable de algunos sintomas de HPP, es compleja e involucra varios genes
ademas del gen ALPL (139). Por otra parte, el estudio genético de ALPL se limita a la
secuenciacion de regiones codificantes del gen (exones), sin tener en cuenta las regiones
promotoras o regiones intronicas del gen ALLPL que no son detectadas por secuenciacion
de Sanger, lo que podria explicar la ausencia de mutaciones en este gen en pacientes con
clinica y bioquimica compatibles con HPP (140). En este sentido, la secuenciacién completa
del gen AILPL,, incluidas las regiones no codificantes en casos poco claros, podria ser de gran
utilidad para saber si los pacientes estan afectados por HPP.

Sin embargo, otros autores postulan que, ante una clara sospecha clinica de HPP (fenotipo
+ radiologfa + hallazgos analiticos), no es imprescindible el estudio genético para el
diagnostico de HPP, aunque la informacion genética es crucial para documentar el patron

hereditario y el riesgo de recurrencia, asi como para el diagnostico prenatal (95,141).
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Esqueléticos Musculares Dentales Respiratorios (Pediatricos)

. Fracturas de estrés en metatarsianos . Mialgias - Pérdida prematura de la - Hipoplasia pulmonar

. Fracturas por fragilidad . Debilidad muscular denticién decidua . Insuficiencia respiratoria

. Pseudofracturas de fémur . Limitacién funcional - Pérdida prematura de la . Necesidad de soporte ventilatotio
. Condrocalcinosis denticién adulta

. Enfermedad periodontal
. Erupcion dental tardia
. Caries graves y/o frecuentes

. Tendinitis calcica multiple
. Deformidades raquiticas

. Artralgias

Neurologicos (Pediatricos) Renales Metabolicos Pruebas complementarias

. Convulsiones respondedoras a . Nefrocalcinosis . Hiperfosfatemia . Densidad mineral 6sea baja
la vitamina B6 (piridoxina) . Dafio renal progresivo . Hipercalcemia

. Consecuencias neuroldgicas de . Insuficiencia renal
la craneosinostosis . Hipercalciuria

. Malformacién de Chiari tipo I

. Siringomielia

A
Analisis de la actividad de ALP
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mutaciones en el gen ALPL
Si 2
¢Mutacion en el gen ALPL?
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Figura 7. Algoritmo diagnéstico de HPP.

ALP: fosfatasa alcalina; HPP: hipofosfatasia; PEA: fosfoetanolamina; PLP: piridoxal 5
fosfato; ALPL: gen de la fosfatasa alcalina no especifica de tejido. (Adaptado de N.
Guafiabens et al./Med Clin (Barc).2017;xxx(xx):xxx—xxx)) (124).

*En 2 o mas determinaciones, sin antecedentes de ALP normal y fuera de una situacién

aguda.
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1.10.Correlacién genotipo-fenotipo

Con el fin de evaluar la importancia relativa de las mutaciones sin sentido y la relacion
genotipo-fenotipo (25), se realizaron sobre la base de datos clinicos de pacientes, estudios de
transfeccion (3), modelado asistido por ordenador (26,109), y estudios de las propiedades
bioquimicas de la ALP en cultivos de fibroblastos de pacientes (142) o células transfectadas
(143). Estos estudios confirmaron la gran variabilidad en las actividades enzimaticas
residuales de las mutaciones sin sentido y el gran numero de genotipos heterocigotos
compuestos que explican la expresividad clinica altamente variable. Ademas, estas pruebas
permitieron a los investigadores intentar distinguir los alelos severos y recesivos de los alelos
moderados y dominantes (144,145). Mientras que el fenotipo en pacientes con HPP perinatal
e infantil se caracteriza por déficits severos de mineralizaciéon ésea, raquitismo y
nefrocalcinosis, la HPP en adultos se presenta con manifestaciones clinicas moderadas o
leves como fracturas por estrés con trastornos de curacion de fracturas, periodontitis, pérdida
temprana de dientes deciduales y deposicion articular de CPPD (26,146). Los fenotipos
severos de HPP se manifiestan como una enfermedad recesiva, producida por mutaciones
homocigotas o heterocigotas compuestas (140,147), mientras que las formas leves o
moderadas de HPP generalmente se presentan con DNE de mutaciones heterocigotas
(25,96).

La correlacién genotipo-fenotipo también puede estudiarse observando los fenotipos
resultantes de los genotipos recurrentes. En un estudio de Mornet, el 64% de los genotipos
recurrentes conducen a un fenotipo similar y el 26% a un fenotipo que difiere de una clase
fenotipica (pot ejemplo, lactante/infantil) (25).

Las convulsiones suelen aparecer en los fenotipos mas graves de HPP cuando la actividad
de TNSALP es residual. La baja actividad de TNSALP mutante para desfosforilar PLP en la
superficie de las células neuronales parece ser la causa de estas convulsiones dependientes de
piridoxina (108).

Ademas, se ha observado que, dependiendo de la mutacién, la capacidad de la TNSALP
mutante para desfosforilar sustratos puede diferir de un sustrato a otro (PLP, PPi) (143).
Mornet observé que las mutaciones sin sentido en los pacientes con convulsiones parecen
estar ubicadas en regiones particulares de TNSALP, especialmente el sitio activo y el sitio del
calcio (108).

Un estudio reciente de Mornet et al. (2021) clasific6 HPP en tres subtipos distinguibles por
sus caractetisticas genéticas y prevalencia: HPP severa (1/300,000), principalmente debido a

homocigosidad o heterocigosidad compuesta para vatiantes severas; HPP leve (1/2.430),
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principalmente debido al DNE de variantes sin sentido; y HPP leve del adulto, caracterizada
por signos inespecificos (1/508). Mornet plantea la hipétesis de que la HPP leve se deba
posiblemente a un mecanismo de haploinsuficiencia con una interaccién negativa entre
TNSALP y otro actor, posiblemente la matriz de colageno (148).

En los casos en los que la HPP adulta no sea obvia, debido a hallazgos genéticos no
concluyentes asociados a variantes genéticas raras del gen ALPI. o variantes genéticas
clasificadas como variantes de significado incierto (American College of Medical Genetics
and Genomics — ACMG clase 3), podria ser dificil diagnosticar la enfermedad. En esos
pacientes, la HPP solo debe diagnosticarse cuando se muestre una disminucién persistente
de la actividad de TNSALP y niveles elevados de PLP, ademas de manifestaciones
esqueléticas y al menos una complicaciéon adicional relacionada con los dientes, el sistema

musculoesquelético o el sistema nervioso central (143).

1.11. Manifestaciones y formas clinicas de la Hipofosfatasia

Los pacientes con HPP presentan una deficiencia generalizada de TNSALP que se asocia
con una forma rara de raquitismo y osteomalacia, es decir, cartilago o hueso pobremente
mineralizado respectivamente (13,30,147). A diferencia de la mayorfa de los tipos de
raquitismos/osteomalacia, ni los niveles de calcio ni de fosfato inorganico en la sangre se
encuentran disminuidos en la HPP. De hecho, la hipercalcemia e hiperfosfatemia y la
hipercalciuria es comun en la HPP infantil. A pesar de que las manifestaciones clinicas mas
habituales se producen a nivel éseo, la HPP presenta una expresividad clinica muy variada.
Los fenotipos varfan desde la ausencia completa de mineralizaciéon 6sea (95) y muerte fetal
principalmente debido a problemas respiratorios asociados con deformidades toracicas e
hipoplasia pulmonar (149), hasta fracturas espontaneas, pérdida prematura de dientes,
convulsiones o incluso nefrocalcinosis (27). Las convulsiones pueden comenzar poco
después del nacimiento en pacientes con HPP perinatal letal o lactante. Sin embargo, no se
ha informado que ocurran convulsiones en pacientes con otros tipos de HPP (150-152).
Whyte observé que los pacientes con HPP perinatal o infantil y convulsiones dependientes
de vitamina B0, con o sin dificultad respiratoria significativa o deformidades toracicas,
presentan alta morbilidad y mortalidad en los primeros 5 afios de su vida (153).

Estudios recientes han demostrado que TNSALP puede tener un papel regulador en las
células progenitoras 6seas y musculares que influyen en la salud musculoesquelética. Por lo
tanto, los niveles bajos de esta enzima se han asociado con debilidad muscular y coordinacion
motora disminuida (154). Los problemas de desarrollo, las fracturas recurrentes, con escasa

curacion, el estrés metatarsiano y las pseudofracturas son complicaciones esqueléticas tipicas.
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Algunos de estos pacientes sufren deposicion de CPPD (condrocalcinosis), artropatia que
incluye ataques de pseudogota o, a veces, periartritis calcificada (11).

Ademas, se ha revelado que TNSALP puede modular la funcién mitocondrial y los niveles
de ATP, y sus defectos pueden asociarse con disfuncion mitocondrial, respiracion celular y
aumento de especies reactivas de oxigeno, lo que conduce a alteraciones metabolicas en estos
pacientes (154).

Aunque el aumento de las tasas de fracturas por fragilidad y las lesiones recurrentes de la
médula 6sea se consideran un sello distintivo de la HPP debido a la mineralizacién 6sea
defectuosa en los pacientes afectados (155-157), esto no se aplica a todos los pacientes (137)
debido a la amplia variedad de mutaciones genéticas. Por tanto, hay pacientes afectados de
HPP que muestran valores elevados de la columna lumbar en la DXA y un mayor riesgo de
fracturas relacionadas con HPP (137). Esto podtia explicarse en gran parte por una
mineralizacién comprometida de la microarquitectura 6sea. Sin embargo, hasta la fecha hay
pocos estudios que evalien la afectacién 6sea diferencial entre el hueso trabecular y cortical
en pacientes con HPP (145).

La HPP es una enfermedad que puede manifestarse a cualquier edad. El diagnéstico puede
hacerse en el utero, durante la infancia, la edad adulta o frente a una fractura atipica
postmenopausica. En general, las formas mas graves de la enfermedad estan asociadas con
sintomas y diagnodsticos mas tempranos. Las formas mas leves generalmente se diagnostican
en la edad adulta (4), donde los unicos sintomas pueden ser fracturas o pérdida dental.

Las diferentes manifestaciones pueden clasificarse desde las formas mas graves hasta las mas
leves en hipofosfatasia perinatal letal, hipofosfatasia del lactante, hipofosfatasia infantil,
hipofosfatasia del adulto, odontohipofosfatasia e hipofosfatasia perinatal benigna
(13,27,95,158).

Sin embargo, esta clasificacion no refleja de forma completa la variabilidad fenotipica de la
enfermedad y no considera la evolucion de la enfermedad a lo largo de la vida englobando a
los pacientes adultos en formas leves de forma generalizada, a pesar de que estos pueden
experimentar complicaciones incapacitantes derivadas de su enfermedad. Los pacientes que
durante la infancia no manifiestan sintomas pueden desarrollar con el tiempo sintomatologia

reumatoldgica, ortopédica y/o metabdlica que conduce a una intensa incapacidad (4).
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1.11.1. Hipofosfatasia perinatal letal

La HPP perinatal letal es la forma mas severa y se expresa en el dtero o al nacer con ausencia
casi total de mineralizacion ésea (138). La muerte neonatal es comun en la forma perinatal
letal en los primeros dias o semanas después del nacimiento (8,149). Los problemas
respiratorios graves debidos a deformidades toracicas e hipoplasia pulmonar suelen ser la
causa directa de alrededor de la mitad de las muertes en estos pacientes (149,153,159). Las
caracteristicas comunes de la HPP perinatal letal son la imposibilidad de aumentar de peso,
irritabilidad, llanto agudo, apnea periddica, anemia mielofisica, hemorragia intracraneal y
convulsiones idiopaticas (27).

Los fetos gravemente afectados muestran una mineralizaciéon dramaticamente deteriorada.
Los hallazgos radiograficos son muy indicativos de la enfermedad: enanismo con
extremidades cortas, huesos arqueados, espolones osteocondrales cubiertos de piel que
sobresalen de piernas o brazos (rasgo patognomoénico), pulmones hipoplasicos y
mineralizacion defectuosa del craneo y de la columna vertebral (Figura 8a) (160).

Los signos clinicos de HPP pueden observarse en tutero a partir del segundo trimestre de
embarazo, sin embargo, estos pueden aparecer en semanas mas avanzadas del embarazo y
limitarse a los huesos largos arqueados. El nacimiento generalmente suele ocurrir entre las
37 y 40 semanas de gestacion (141).

Los recién nacidos que desarrollan sintomas al nacer o durante las primeras semanas de vida
presentan una forma muy grave de la enfermedad, incluso con manifestaciones
multiorganicas y con una tasa de mortalidad observada del 50 al 90% en ausencia de terapia
de reemplazo enzimatico (161). La mayoria de los lactantes, requieren asistencia respiratoria
debido a la insuficiencia respiratoria causada por falta de mineralizacién de la cavidad toracica
combinada con la insuficiencia muscular. A los pocos dias del nacimiento pueden surgir
complicaciones neurolégicas con convulsiones epilépticas debido al metabolismo deficiente
de la PLP con un mal pronéstico (162), ademas de hemorragias intracerebrales, apnea central
con cianosis, episodios de bradicardia y fiebre inexplicable (161,163).

A diferencia de la hipocalcemia e hipofosfatemia observada en distintos tipos de raquitismo,
estos pacientes con HPP perinatal suelen presentar hipercalcemia e hiperfosfatemia (50%),
que rapidamente evolucionan a nefrocalcinosis y dafo renal (161), siendo excepcional la
presencia de niveles séricos bajos de calcio y fésforo en esta enfermedad (164). La causa de
la hipercalcemia es desconocida, aunque podria deberse a la falta de incorporacion ésea de
calcio. La hiperfosfatemia es debida a un incremento en la reabsorcion tubular de fosfato (2).
Las manifestaciones radiolégicas en las formas severas son patognomonicas de la

enfermedad, donde se pueden observar una desmineralizacién extrema de todos los huesos
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(Figura 8a), o raquitismo severo donde las epifisis se encuentran mal calcificadas mostrando
lenguas de radiolucencia que se proyectan hasta las metafisis (Figura 8b).

En algunos pacientes también es llamativo la presencia de un craneo membranoso (caput
membraneceum), junto a una mineralizacién central, lo que sugiere suturas craneales anchas
que, sin embargo, estan funcionalmente cerradas (2,165).

Debido a que la HPP perinatal letal es una condicion fatal y se hereda como un patréon
autosbémico recesivo, es necesario un diagnéstico prenatal. El método mas fiable y adecuado
en es la ecografia en serie a partir de la cual se puede hacer el diagndstico en el segundo
trimestre (165).

Ademas, es importante realizar un analisis cuidadoso combinando los rayos X y marcadores
bioquimicos y moleculares para poder discriminar una HPP perinatal benigna de una forma

letal de la enfermedad (4,141,166).

Figura 8. Hipofosfatasia perinatal letal.

a) Imagen escanografica a las 30 semanas de embarazo en un feto afectado con HPP y una
mutacién homocigética en el gen AILPL. donde se observa una falta de mineralizacién del
craneo, costillas finas, y metafisis femorales distales anormales con irregularidades; b)
Radiografia del fémur desmineralizado de un nifio de 18 meses afectado con HPP c)
Radiograffa de la tibia desmineralizada de un nifilo de 18 meses afectado con HPP y una
mutacién heterocigota compuesta en el gen AILPL; d) A modo de comparacién, se muestra
una radiograffa de un nifio de 20 meses no afectado (4).

1.11.2. Hipofosfatasia del lactante
Las manifestaciones en la HPP del lactante se presentan durante los 6 primeros meses de
edad con una expresion clinica especialmente variable que va desde leve a grave (2,167). El
desarrollo del bebe puede ser normal hasta que la enfermedad empieza a manifestarse con

falta de crecimiento o debilidad muscular con hitos motores retrasados acompanando de
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signos de raquitismo (168). El cierre prematuro de la sutura craneal (craneosinostosis) es
unos de los signos mas frecuente en HPP del lactante. La craneosinostosis poder provocar
hipertension intracraneal, papilema o plagiocefalia. Por otro lado, también podria aparecer
una fontanela ancha que se cierra lentamente (2), anomalias metafisarias, invasion diafisaria
y huesos muy fragiles (161,167). Otras manifestaciones son la proptosis, hipertelorismo leve
y braquicefalia (151). Debido a la baja mineralizacién 6sea, pueden aparecer anomalias
metabodlicas comunes como hipercalcemia, hiperfosfatemia, niveles bajos de PTH e
hipercalciuria elevada ocasionando nefrocalcinosis y compromiso renal (151,168). La
hipercalcemia también puede explicar en parte una clinica de irritabilidad, mala alimentacion,
anorexia, vomitos, hipotonfa, polidipsia, poliuria, deshidratacion y estrefiimiento (3).

Los rasgos radiograficos son patognomonicos y se asemejan a los que se encuentran en la
forma perinatal, aunque son menos graves (4,27).. La desmineralizaciéon esquelética
progresiva va acompafiada de fracturas y de deformidades 6seas (168), incluyendo dolor
6seo, arqueamiento de las piernas, agrandamiento de las articulaciones similar al raquitismo
(4). Esta forma también puede venir acompafnada de una clinica con complicaciones
respiratorias debido a deformidades raquiticas del térax (3) y convulsiones dependientes de
peridoxina (11,58) que son buenos predictores de la letalidad en HPP del lactante (95).

La neumonia es una complicacién severa que puede estar ocasionada por la deformidad
progresiva del torax, por fracturas de costillas y por traqueomalacia (2).

En los lactantes que sobreviven, a menudo hay una mejora espontanea en la mineralizacion
6sea y una remision de los demas problemas clinicos, a la excepcién de la craneosinostosis

(169).

Figura 9. Hipofosfatasia del lactante.

a) Radiografia del fémur izquierdo de una nifia de 3 meses donde se muestra la transicion de
un segmento del eje diafisario de forma adecuada a metadiafisias hipomineralizadas y
distorsionadas proximales y distales, lo que sugiere un cambio metabdlico repentino que altera
el hueso endocondral formado mas recientemente. b) Radiografia lateral del craneo del mismo
bebé donde se muestra hipomineralizacion, especialmente posterior. En consecuencia, las
fontanelas parecen anchas (2). ¢) Nifia de 4 meses con una fontanela anterior prominente,
proptosis ocular, pectus excavatum y signos de raquitismo en uniones condrocostales (2).
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1.11.3. Hipofosfatasia infantil

La HPP infantil se manifiesta después de los 6 meses de edad, con una expresividad clinica
especialmente variable desde leve a grave (2,95). Uno de los signos mas evidentes que pueden
conducir al diagnéstico de HPP, es la pérdida temprana de dientes primarios con raiz intacta
(en ausencia de un trauma evidente), antes de los 3 afos (138,170). Esto es debido al defecto
de mineralizacion y a la aplasia, hipoplasia o displasia del cemento dental que conecta la raiz
del diente con el ligamento periodontal (cemento y hueso alveolar) (27,171). Puede afectar a
todos los dientes o solo a aquellos en la region incisivo-canina, pero siempre suele comenzar
en los dientes anteriores inferiores y superiores y luego en los dientes posteriores
(138,170). Se pueden apreciar ademas amplias camaras pulpares y conductos radiculares
agrandados, dando lugar a "dientes en concha" (2,172). Las manifestaciones esqueléticas
como el raquitismo causan baja estatura y las deformidades esqueléticas pueden incluir
piernas arqueadas, craneo dolicocefalico con el aspecto de "cobre batido" y agrandamiento
de las mufiecas, rodillas y tobillos como resultado de una metafisis ensanchada (27,147). En
las radiografias se pueden observar defectos 6seos focales cerca de los extremos de los huesos
largos principales, asi como “lenguas” de radiolucencia en huesos largos principales y
marcada hipomineralizacién de las metafisis del cabito distal y el peroné proximal que
pueden orientar al diagnéstico de HPP (173). El retraso en la marcha, hace necesario el uso
de dispositivos de ayuda para caminar que conlleva a la hipotonfa muscular (13,151) y fatiga
(4). También puede aparecer proptosis, presion intracraneal elevada y dafo cerebral causado
por la craneosinostosis (151).

Hay algunos casos documentados de HPP infantil en los que se produce osteomielitis
multifocal crénica recurrente (CRMO), posiblemente debido a edema espinal secundario al
depésito de cristales de pirofosfato (173,174).

La falta de crecimiento y dolor 6seo es frecuente en nifios pequefios con una enfermedad
grave o en bebés que requieren soporte nutricional (161), mientras que nifios con sintomas
leves de la enfermedad o con diagnodsticos tardios muestran estatura dentro de la normalidad
(95).

En pacientes con HPP mas severa también se han documentado casos de sordera de origen
desconocido y en ausencia de dafio cerebral que no se presenta al nacer y se puede desarrollar
con el tiempo. En algunos pacientes también se ha identificado deficiencia de la hormona
del crecimiento (161) e hiperprostaglandinismo que pueden afectar a la gravedad de la clinica
(175).

Las manifestaciones de la HPP infantil suelen ser persistentes durante el crecimiento (172),

sin embargo se ha descrito la remision espontanea de la enfermedad 6sea durante la vida
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adolescente hasta la adulta, tal vez debido a la fusién de las placas de crecimiento. El
desarrollo de la denticién permanente suele ser normal, pero puede ocurrir un resurgimiento

tanto de problemas dentales como de la enfermedad esquelética con osteomalacia en la edad

adulta (2,3).

Figura 10. Hipofosfatasia infantil.

a) Radiograffas de una nifia de 3 afios que muestran cambios caracteristicos de la HPP infantil,
que incluyen "lenguas" de radioluscencia (flechas) que se proyectan hacia las metafisis en la
mufieca izquierda (panel izquierdo) y la rodilla izquierda (panel derecho). También es evidente
la hipomineralizacion marcada de las metafisis del cubito distal y el peroné proximal. b)
Radiograffa lateral de un nifio de 9 afios que muestra un craneo alargado (dolicocefalico) con
el aspecto de "cobre batido". El lugar de craniectomia (flechas) se esta rellenando con hueso

-

1.11.4. Hipofosfatasia del Adulto

La HPP del adulto se presenta generalmente en adultos de mediana edad, alrededor de los
50 anos (4,181). La pérdida de la denticién adulta es una manifestaciéon comun en estos
pacientes (155,176). Sin embargo, algin afectado recuerda la perdida temprana de alguno de
sus dientes deciduos con rafz completa durante la infancia o antecedentes de raquitismo, sin
presentar ninguna manifestacion esquelética resefiable durante la adolescencia o de adulto
joven. Las primeras manifestaciones clinicas suelen ser dolor en el pie debido a fracturas
recurrentes por estrés metatarsiano que no consolidan (2,11,176), y el depésito de CPPD que
provoca ataques de artritis (pseudogota), artropatia por pirofosfato (27,178), asi como la
osificacion de los ligamentos (sindesmofitos), similar a lo que ocurre en la enfermedad de
Forestier (2) o la periartritis calcificada.

Posteriormente, pueden aparecer dolores en la cadera o muslo que suelen terminar con
diagnéstico de pseudofractura de fémur (176,179). A diferencia de la pseudofractura de
fémur con localizaciéon en cuello femoral que ocurre en osteomalacia, las pseudofracturas

femorales (zona de Looser) en adultos con HPP suelen ocurrir generalmente en la region
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subtrocantérea proximal y lateral (179,180) (Figura 11). Las pseudofracturas femorales se
asemejan a las lesiones prodréomicas de fracturas atipicas que a veces se asocian a la terapia
antirresortiva para el tratamiento de la osteoporisis (177,180).

Ademas estos pacientes pueden desarrollar otras complicaciones graves que se producen
espontaneamente por traumatismo o exposicion ambiental a medida que envejecen, entre
ellas: condrocalcinosis, inflamacién de articulaciones, osteoartropatia, fracturas vertebrales,
molestias musculoesqueleticas, fatiga muscular, hipercalcemia, nefrocalcinosis e insuficiencia
renal (155,181,182). La HPP en el adulto a pesar de cursar generalmente con una clinica leve,
puede hacerse muy incapacitante debido a la presencia recurrente de fracturas, dolor
esquelético y articular y debilidad muscular.

Si bien, los sintomas mas prevalentes en la HPP del adulto son los problemas 6seos, dentales
y musculares, se ha observado que también pueden aparecer sintomas neurologicos en estos
pacientes con una alta prevalencia. Los sintomas neurolégicos mas prevalentes son fatiga,
dolor de cabeza, alteraciones del suefio, cambios en la marcha, vértigo, depresion, neuropatia,

trastorno de ansiedad e hipoacusia (150).

Figura 11. Hipofosfatasia del adulto.

Radiograffa de una mujer de 57 afios de edad con osteopénia proximal derecha en fémur y una
pseudofractura caracteristica que atraviesa la corteza subtrocantérea lateral (Zona de Looser)

2.

1.11.5. Odontohipofosfatasia

La odontohipofosfatasia es la forma mas leve y probablemente la mas frecuente de HPP
(95). La pérdida prematura de dientes o los problemas orodentales tempranos que no se
asocian a un contexto inflamatorio o infeccioso, deben de hacer sospechar al profesional
sanitario de la posibilidad de odontohipofosfatasia tanto en nifios como en mayores y
adultos. Para ello se debe examinar el historial médico del paciente para detectar problemas
6seos, raquitismo, osteomalacia, fracturas, osteopenia, osteoporosis, dolor, debilidad

muscular, crancosinostosis (138) o incluso antecedentes familiares de muerte neonatal
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inexplicada de hermanos (170). Se sospechara de odontohipofosfatasia cuando la tnica
anormalidad clinica es la enfermedad dental y los estudios radiol6gicos e incluso las biopsias
6seas no muestren signos de raquitismo ni osteomalacia, siendo la tnica caracteristica clinica,
a parte de la afectacion dental, una baja actividad de ALP que da lugar a la reduccion de la
absorcion de calcio y fosfato (182) (27). El diagnéstico definitivo se podra confirmar
mediante analisis genético del gen ALPL. La desregulaciéon del pirofosfato causa
anormalidades que afectan la formacion del cemento que cubre la raiz del diente, lo cual es
esencial para la estructura dental y la fijacion al hueso alveolar (183), contribuyendo asi a la
exfoliacion dental temprana. Esta forma se caracteriza principalmente por sintomas dentales
con pérdida espontanea prematura de uno o mas dientes deciduales (tipicamente, se
desprenden primero los incisivos inferiores y luego superiores) ocurre sin dolor, sin sangre,
con la rafz del diente intacta, espacios pulpares agrandados y el conducto radicular ('dientes
en concha'), ya que la caracteristica deficiencia del cemento mineralizado deteriora la unién
de la raiz del diente al ligamento periodontal (184). Las repercusiones bucodentales de la
HPP pueden aparecer a cualquier edad y en todas las formas de enfermedad, tanto en
lactantes como en nifios. Los dientes de leche también pueden aparecer mas tarde de lo
habitual (colapso dental tardio) (138). Otras anormalidades dentales pueden ser forma de
corona voluminosa, amelogénesis y dentina defectuosa, el tejido duro que se encuentra
dentro del esmalte (171,182). También se han descrito desviaciones de la anatomia de la raiz
(taurodontismo), defectos en la cantidad y calidad de cemento de raiz, raices cortas y
anomalias en el esmalte (182). Una de los tratamientos mas interesantes para estos pacientes
es el uso de implantes dentales. La osteointegracion satisfactoria de los implantes dentales

dependera, entre otras cosas, de la calidad del hueso en el que se colocan (182).

a)

Figura 12. Odontohipofosfatasia.

a) Incisivo lateral superior izquierdo caducifolio exfoliado. b) Micrografia electrénica de
barrido de la superficie de la raiz del incisivo lateral superior izquierdo caducifolio donde se
observan las extensas areas de resorcion. ¢) Micrografia electronica de barrido de la superficie
de la raiz del incisivo lateral superior izquierdo caducifolio donde se observa el agrietamiento
del cemento de la rafz y la presencia de "huellas de osteoclastos" de forma prematura (182).
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1.11.6. Hipofostfatasia "prenatal benigna'

La HPP perinatal letal suele diagnosticarse en el utero generalmente como una enfermedad
grave pudiendo desembocar en una interrupciéon del embarazo, muerte fetal o el nacimiento
de un bebé afectado con una forma grave de HPP. Sin embargo, En 2011, una evaluacion
de 17 pacientes con HPP , reveld que, en ocasiones, la deformidad intrauterina sugestiva de
HPP perinatal letal, puede mejorar de forma espontanea durante el tercer trimestre del
embarazo, o en los primeros meses o afos de vida, con una evolucién que suele oscilar entre
la HPP infantil y la odontofosfatasia (141).

En la forma “prenatal benigna”, una ecografia gestacional muestra signos de
hipomineralizacién en los huesos de las extremidades. Estos pacientes presentan
acortamiento y arqueamiento de las extremidades y, a menudo, hoyuelos que cubren las

deformidades del hueso largo (185).
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Localizacion

Hueso y

articulacion

Pulmén

Neurologia

Muscular

Renal

Otras

Dental

Bioquimica

Diagnéstico
diferencial

Presentacion

Herencia

Tabla 3. Presentacién clinica de HPP, diagnéstico diferencial y herencia

Perinatal

Huesos arqueados.
Espolones osteocondrales.

Mineralizacién defectuosa del

craneo y la columna vertebral.

Enanismo con extremidades

cortas.

Pulmones hipoplasicos y
torax raquitico*.

Apnea con cianosis*.

Convulsiones*.

Hemorragias intracerebrales*.

Hipotonia.

Nefrocalcinosis*.

Bajo peso, irritabilidad, llanto
agudo, apnea periddica,
anemia mielofisica, episodios
de bradicardia y fiebre

inexplicable*.

N/A

Hipercalcemia*.

Hiperfosfatemia*.

Osteogénesis imperfecta (OI)
tipo II.

Hipocondrogénesis.
Displasia campomelica.
Enfermedad de Caffey.
Displasia cifomélica.

Condrodisplasia.
En utero y tras el nacimiento.

AR

*T'ras el nacimiento

Lactante

Huesos hipomineralizados.
Huesos arqueados.
Fracturas.

Dolor 6seo.

Signos raquiticos.
Craneosinostosis.
“Lenguas” de

radiolucencia.

Insuficiencia respiratoria.

Neumonia.

Hipertension intracraneal.
Papilema.

Plagiocefalia.

Convulsiones dependientes
de piridoxina.

Hemorragias
intracerebrales.

Sordera.

Hipotonia.

Nefrocalcinosis.

Proptosis, hipertelorismo
leve, braquicefalia,
anorexia, vémitos,
polidipsia, poliuria,
deshidratacién y

estreflimiento.

N/A

Hipercalcemia.
Hiperfosfatemia.
Hipercalciutia.

PTH disminuida.

Acondrogénesis.
Osteogénesis imperfecta
(O7).

Raquitismo.

Displasia tanatoférica.

Antes de los 6 meses de
vida.

AR

Infantil

Craneosinostosis.

Craneo dolicocefalico con el

aspecto de "cobre batido".
Fracturas.

Huesos arqueados.

Dolor 6seo vy articular.
metéfisis ensanchada.

“Lenguas” de radiolucencia.

N/A

Hipertension intracraneal.
Daiio cerebral causado por
craneosinostosis.

Sordera.

Hipotonia.

Nefrocalcinosis.

Proptosis y baja estatura.

Pérdida prematura de dientes

deciduos con raiz (Incisivos
primero).

Amplias camaras pulpares y
conductos radiculares
agrandados

Dientes en concha.
Hipercalcemia.
Hiperfosfatemia.
Hipercalciutia.

PTH disminuida.

GH disminuida.

Hiperprostaglandinismo.

Raquitismo.
Leucemia.

Osteomielitis multifocal

crénica recurrente (CRMO).

Osteoporosis juvenil

idiopética (IJO).

Después de los 6 meses de
vida, hasta los 18 afios

AR (frecuente) o AD (raro)

Adulto
Fracturas recurrentes por estrés
metatarsiano.
Pseudofractura de fémur.
Fracturas vertebrales.
Pseudogota.
Artropatia por pirofosfato.
Sindesmofitos.
Periatritis calcificada.
Dolor 6seo / articular.

Condrocalcinosis.

N/A

N/A

Hipotonia.
Molestias musculares.
Nefrocalcinosis. Insuficiencia

renal.

Fatiga, inflamacién de

articulaciones y osteoartropatia

Pérdida de dientes permanentes
con raiz. Recuerda caida de dientes
deciduos con raiz en la infancia.

Dientes en concha.

Hipercalcemia.
Hiperfosfatemia.
Hipercalciutia.

PTH disminuida.

Condrocalcinosis.

Osteoartritis y pseudogota.

Osteopenia/osteoporosis.
Enfermedad de Forestier.

Osteoartropatia.

>18 aflos

AR o AD

Odonto-HPP

Sin anormalidades
esqueléticas.
Pérdida de hueso

alveolar.

N/A

N/A

N/A

Corona voluminosa.
Dentina defectuosa.

Caries dental severa.

Exfoliacién dental
temprana.

Colapso dental tardio.
Dientes en concha.
Taurodontismo.

Raices cortas.

Hipercalcemia.
Hiperfosfatemia.
Hipercalciutia.

PTH disminuida.

Enfermedad
petiodontal.
Displasia de dentina

tipo L.

Cualquier edad.

AR o AD
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1.12. Tratamiento

El tratamiento de la HPP debe ser multidisciplinar e individualizado en funcién de las
manifestaciones clinicas de cada paciente, siendo las medidas de apoyo las mas utilizadas
(32). En la literatura se describen diferentes enfoques terapéuticos con resultados dispares.
Tanto el trasplante de médula 6sea en lactantes (186,187), como los tratamientos con
hormona del crecimiento en nifios con HPP han dado resultados satisfactorios con un
aumento de la actividad de la fosfatasa alcalina y mejor crecimiento (188,189).

En la HPP perinatal grave, el paciente puede desarrollar hipoplasia pulmonar siendo
necesario soporte respiratorio para controlar la insuficiencia respiratoria. Estos pacientes al
nacimiento suelen requerir generalmente intubacién con ventilacion mecanica de alta
frecuencia, o6xido nitrico, farmacos (sildenafilo, milrinona) e incluso oxigenacion
extracorpoérea (8,168). Debe controlarse el calcio, el fésforo y la funcién renal cada 48-72 h
en la primera semana de vida, y posteriormente de manera semanal segun la evolucién.
Debera también realizarse ecograffa cerebral en las primeras 48 h y valorar evolutivamente
segun la clinica. Ademas, debe monitorizarse la funcién cerebral mediante
electroencefalografia integrada por amplitud para detectar crisis convulsivas dependientes de
piridoxina. En caso de convulsiones se administra piridoxina intravenosa (dosis inicial de 100
mg; posteriormente, 15-30 mg/kg/dia en 3 dosis/dia) (8).

En los casos en los que se produzca hipercalcemia, se deberd restringir el consumo de
alimentos ricos en calcio, aumentar la ingesta de liquidos o incluso, en los casos graves, se
podria considerar el uso de corticoides o diuréticos (con especial cuidado en el uso de
diuréticos del asa, ya que pueden empeorar la hipercalciuria). Si los niveles de calcio son
normales no se recomienda la suplementaciéon de calcio y/o vitamina D3 ya que podtia
generar hipercalcemia, hiperfosfatemia e hipercalciuria (8).

El empleo de calcitonina con el objetivo de disminuir la resorciéon 6sea no ha dado buenos
resultados. Por otro lado, el tratamiento con farmacos antirresortivos (bifosfonatos) es
frecuente en los hospitales de tercer nivel, debido al diagnéstico erréoneo con otras patologias
osteoporoticas. Esto provoca que el pronostico del paciente con HPP empeore, ya que los
bifosfonatos son analogos del PPi, un precursor del depodsito de cristales de pirofosfato
calcico a nivel articular (177,190,191). Ademas, los bifosfonatos podrian exacerbar la
hipomineralizacién de HPP directamente inhibiendo la formacién de HA o al unirse a
cationes de Zn** o Mg**, comprometiendo asi cualquier actividad residual de TNSALP
(192). Es importante sefialar que el tratamiento con bifosfonatos en adultos con HPP puede

aumentar el riesgo de fractura femorales atipicas (177,180,190,191).
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Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) son de utilidad como analgésicos,
especialmente para tratar el dolor por edema o6seo, asi como para el tratamiento de
calcificaciones extraarticulares (192). Las manifestaciones clinicas secundarias al depésito de
cristales de pirofosfato calcico o hidroxiapatita (ataques de artritis, artropatia por pirofosfato,
Sindesmofitos o la periartritis calcificada) responden tanto a tratamiento local de
antiinflamatorios no esteroideos o glucocorticoides (124). Ademas, el uso de ciclos de
antiinflamatorios no esteroideos da buenos resultados para el dolor persistente secundario a
fracturas (175,191).

Otro enfoque terapéutico serfa el uso de paratohormona (PTH) o anticuerpos monoclonales
anti-esclerostina. El mecanismo de accién de la PTH se basa en la estimulacion directa de la
formacién 6sea (136). Se ha observado que la administraciéon intermitente de teriparatida
(PTH 1-34) a dosis bajas induce por diversos mecanismos, con un “efecto paradéjico”, la
activacion del remodelado 6seo con un aumento de masa 6sea de forma equilibrada, una
mejoria en la consolidacién de fracturas y en la disminucién del dolor (136,193). Sin embargo,
también se han descrito casos en los que la respuesta al tratamiento con teriparatida puede
variar siendo mas o menos eficaz en funcién de la mutacién en el gen ALPL (194-190).
También se ha observado que el tratamiento con teriparatida durante 24 meses se asocia con
el aumento de los valores de fosfatasa alcalina, disminucién de la concentraciéon de PLP y un
incremento en la densidad mineral 6sea (DMO) lumbar, con estabilidad de la DMO femoral
(136,197).

Por otra parte, se ha demostrado que el tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-
esclerostina aumenta la formacioén 6sea y reduce la resorcion 6sea, aumentando la DMO en
pacientes con HPP (97).

Se han evaluado varias terapias de sustitucion enzimatica para tratar la HPP. Entre ellas se
encuentra el empleo de transfusiéon de plasma sanguineo rico en TNSALP procedente de
pacientes con enfermedad de Paget o purificado de placenta humana (192). Sin embargo,
solo se observé en algunos pacientes cierta mejoria bioquimica, clinica y radiolégica, pero de
forma transitoria y con resultados no reproducibles. Para que el tratamiento sea efectivo no
es suficiente con aumentar los niveles plasmaticos de TNSALP, sino que esta debe poder se
incorporase a la estructura 6sea (8,192). Otras vias de sustitucién que se han explorado son
el trasplante de médula 6sea o de células madre mesenquimales alogénicas que se pueden
diferenciar hacia osteoblastos. Aunque se ha observado cierta mejoria clinica, hay que tener
en cuenta la inmunosupresion y su morbilidad (192).

La terapia de sustitucion enzimatica que ha demostrado mayor efectividad hasta la fecha es

la TNSALP recombinante humana (asfotasa alfa). Desde 2015, la asfotasa alfa cuenta con
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aprobacién de la Agencia Europea del Medicamento para el tratamiento prolongado de las

manifestaciones 6seas en pacientes con HPP de inicio pediatrico (8).

Decomposition Pi
—)
Pi

Pi

Human Tissue-nonspecific
Alkaline Phosphatase

¥~ Human Fc

Deca-aspartate sequence

Asfotase alfa

Figura 13. Representacion de la estructura y mecanismo de asfotasa alfa

La asfotasa alfa, es una proteina formada por el dominio catalitico de TNSALP, el fragmento
Fc de IgG1 y un motivo deca-aspartato que aumenta la afinidad para su unién a HA (168,198).

Los primeros resultados del estudio terapéutico con asfotasa alfa en 2012 en pacientes con
HPP grave en las formas perinatales o infantil, demostraron una importante mejoria
esquelética, muscular, pulmonar, asi como del desarrollo cognitivo y motor. También se
observé una disminucion rapida de los niveles plasmaticos de PLP y PPi (168).

La asfotasa alfa se administra por via subcutinea en dosis de 2 mg/kg de peso corporal tres
veces por semana, o una pauta posologica de 1 mg/kg de peso corporal administrada por via
subcutanea seis veces por semana. La dosis maxima recomendada de asfotasa alfa es de 6
mg/kg/semana (8,199). Las reacciones adversas que pueden parecer con mayor frecuencia
son reacciones locales en el lugar de la inyeccién y lipodistrofia local de forma ocasional,
ademas de fiebre y cefalea (200).

Estudios recientes han demostrado la eficacia del tratamiento con asfotasa alfa en adultos y
adolescentes con HPP de inicio pediatrico, mostrando una mejora de la consolidacién ésea
de las pseudoartrosis (201), una normalizacién de los niveles de los sustratos de TNSALP
circulante y una mejora de las capacidades funcionales y calidad de vida relacionada con la
salud (201-203), sin eventos adversos graves.

El tratamiento con asfotasa alfa requiere una correcta monitorizacion terapéutica, tanto para
ajustar la dosis como para controlar los posibles efectos adversos. Ademas debe vigilarse la
aparicion de mineralizacién ectdpica, manteniendo controles radiolégicos, ecograficos
renales y oftalmolégicos (192). Actualmente se considera la solucion terapéutica mas efectiva

para la HPP.
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2. HIPOTESIS Y JUSTIFICACION
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Hipotesis: La HPP es una enfermedad clasificada hasta la fecha como una enfermedad
ultrarara debido a su baja prevalencia. Sin embargo, nosotros consideramos que no se trata
de una patologia tan infrecuente, sino que la baja prevalencia se debe a un serio problema de
infradiagnoéstico en la practica clinica. Por lo tanto, sugerimos que la HPP podria tener una
prevalencia mayor a la descrita. La implementaciéon de un algoritmo diagndstico puede

solucionar el problema.

Justificacion: El problema del infradiagnéstico de HPP unido a la reciente disponibilidad
de un tratamiento eficaz para tratar esta patologia ha generado la necesidad de establecer
mejores algoritmos diagnosticos para la deteccion precoz de las formas de HPP info-juvenil,
asi como para reevaluar aquellos pacientes con alta sospecha clinica de HPP y que pudieran
estar mal diagnosticados con otras patologias fenotipicamente similares, pero con una mayor
prevalencia.

El laboratorio clinico juega un papel crucial en el diagnéstico de esta enfermedad. Sin
embargo, el escaso valor conferido habitualmente a una actividad sérica de ALP disminuida
(en contraste con la valoracién que habitualmente se realiza de la hiperfosfatasemia) es un
factor limitante para el diagnéstico. De hecho, el informe de los valores disminuidos por
debajo de los limites de normalidad para ALP, es una incorporaciéon reciente en la practica
clinica.

Por otro lado, surge la necesidad de que los laboratorios clinicos reevalien los métodos de
analisis de los niveles de ALP sérica, adecuando los valores de referencia en funcién de la
edad y el sexo, y disefien conjuntamente con facultativos clinicos un algoritmo diagnéstico
que permita la deteccion precoz de HPP.

Por lo tanto, el marco de esta tesis se centra en el disefio de un protocolo eficaz para mejorar
el diagnéstico de HPP que pueda ser implantado en la practica clinica para la deteccion
precoz y fiable de este tipo de trastorno metabdlico. Una busqueda proactiva de este
trastorno mediante un analisis estructurado y sistematizado permitira conocer la prevalencia
real de HPP en una poblacién determinada y establecer medidas preventivas y terapéuticas
apropiadas.

Debido a la gran variabilidad genética y clinica de la HPP, resulta de gran importancia llevar
a cabo estudios de caracterizacion funcional tanto de las nuevas variantes del gen ALLPL no
descritas previamente, como de aquellas variantes de significado incierto que se vayan
identificando, con el objeto de poder realizar una vinculacién geno-fenotipica de cada una

de ellas. De esta manera se podria ofrecer un diagndstico individualizado para cada caso.
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3. OBJETIVOS
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Obijetivo A: Estudio Retrospectivo

1. Identificaciéon de posibles diagnésticos omitidos de HPP en poblacién adulta e
infantil en el Hospital Universitario Clinico San Cecilio de Granada en el afio 2016
siguiendo el algoritmo planteado en esta tesis doctoral

2. Generacién de un estudio poblacional de prevalencia de este tipo de patologia en
Granada.

3. Caracterizacion funcional iz vitro de las variantes no descritas previamente.

Obijetivo B: Estudio Prospectivo

1. Transferencia de los valores de referencia de ALP ajustados por edad y sexo e
implantacién de un algoritmo diagnoéstico en la practica clinica en el laboratorio del
Hospital Universitario Clinico San Cecilio de Granada.

2. Deteccién precoz prospectiva de casos de HPP mediante el algoritmo implantado.

3. Caracterizacion geno-fenotipica de las variantes de significado incierto.
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4. METODOLOGIA Y POBLACION DE
ESTUDIO
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4.1. Ambito geografico

El presente estudio se ha llevado a cabo dentro del area de cobertura del Hospital
Universitario Clinico San Cecilio con asistencia a todo el Distrito Sanitario Granada-

Metropolitano.

4.2. Poblacion de estudio

El Distrito Sanitario de Atencién Primaria Granada—Metropolitano esta compuesto por
una poblacién aproximada de cerca de 660.000 habitantes.

En el estudio retrospectivo se revisaron todos los sujetos que habian recibido evaluaciéon de
la actividad ALP en la Unidad de Gestiéon Clinica de Laboratorios (UGCL) del Hospital
Universitario Clinico San Cecilio de Granada durante un periodo de 12 meses (1 enero-31
diciembre 20106). El alcance en este estudio retrospectivo engloba un total de 78.590 sujetos
(76.083 sujetos correspondientes a poblacion adulta y 2.507 sujetos correspondientes a
poblacién pediatrica).

Por otra parte, en el estudio prospectivo se revisaron todas las analiticas de los sujetos que
contaban con alguna determinaciéon de los niveles séricos de ALP en UGCL del Hospital
Universitario Clinico San Cecilio de Granada durante un periodo de 12 meses (1 de junio de
2018-31 de mayo de 2019). El alcance para el estudio prospectivo es de un total de 64.013
sujetos (62.412 sujetos correspondientes a poblacion adulta y 2.507 sujetos correspondientes

a poblacién pediatrica).

4.3. Prevalencia

- La prevalencia de HPP en la poblacién europea se ha estimado en 1/300.000 para las formas
clinicas graves (16) y para las formas clinicas moderadas 1/2.430 (148). En Espafa la

prevalencia es desconocida.

4.4. Criterios de inclusion

- Aceptacion y comprension del consentimiento informado.

- Actividad ALP disminuida de forma persistente siguiendo los criterios que se
detallan en el punto 4.6.1

- Historia clinica de patologia musculo-esquelética y/o reumatoldgica
- Historia clinica con patologia dental
- Historia clinica con patologfa renal

- Historia clinica con patologia neuroldgica (convulsiones)
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4.5. Criterios de exclusion

- Cirugfa bypass coronario

- Enfermedad celiaca

- Tratamiento con Clofibrato
- Hipotiroidismo

- Displasia cleidocraneal

- Sindrome de Cushing

- Transfusion masiva

- Tratamientos con farmacos como clofibrato, antirresortivos dseos, tamoxifeno,
glucocorticoides, quimioterapicos.

- Mieloma multiple

- Intoxicacién por vitamina D

- Deficiencia de vitamina C

- Anemia perniciosa o profunda

- Envenenamiento por metales pesados radiactivos
- Osteogénesis imperfecta tipo 11

- Sindrome calcio-alcalinos

- Deficiencia de Zn*" o Mg**

- Enfermedad de Wilson

- Sangtre recolectada incorrectamente (oxalato, acido etilenodiaminatetraacético
(EDTA))

- Inanicién

4.6. Disefio del estudio

4.6.1. Estudio Retrospectivo

El presente estudio fue aprobado por el comité de ética del Hospital Universitario Clinico
San Cecilio de Granada de acuerdo con los principios de la Declaracién de Helsinki de la
Asociacién Médica Mundial (Proyecto ID: 0768-N-17. Comité de Etica en Investigacion del
Centro de Granada (CEI-Granada) el 5 de septiembre de 2017).

Se establecieron distintos grupos de sujetos en base a los siguientes tramos de edad:
-Tramo 1: Poblaciin infantil (de 0 a 12 asios)
-Tramo 2: Poblaciin adolescente (de 13 a 19 asios)

-T'ramo 3: Poblacidn adulta (20 asios o mis)
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Se utilizaron los valores de referencia para la poblacién pediatrica que se muestran en la Tabla
4. De acuerdo con estos valores, los limites de ALP para incluir a los pacientes en este estudio,
son los que se detallan a continuacion:

“Tramo 1: dos o mds determinaciones de ALP de < 100 U/L

“Tramo 2: dos o mds determinaciones de ALP de < 50 U/L

-Tramo 3: dos o mas determinaciones de ALP, al menos una de ellas < 30 U/ y el resto < 40 U/ L

Tabla 4. Valores de referencia de ALP estratificados por edad y sexo usados durante estudio
retrospectivo.

Poblacién pediatrica Nifios (U/L) Nifias (U/L)
1-30 dias 75-316 48-406

30 dias—1 afio 82-383 124-341

1-3 afios 104-345 108-317

4-6 afios 93-309 96-297

7-9 afios 86-315 69-325

10-12 afios 42-362 51-332

13-15 afios 74-390 50-162

16-18 afios 52-171 47-119
Adultos 40-120 U/L

En el laboratorio de analisis clinicos Hospital Universitario Clinico San Cecilio de Granada
se implanté un algoritmo diagnostico ante la sospecha clinica de HPP para la deteccion
precoz de forma prospectiva de casos de HPP.

De este modo, el protocolo de diagnéstico de HPP comienza con la identificacion un
resultado de ALP inferior a los valores de referencia, a través de la base de datos del sistema
informatico de laboratorio, que se establecieron en los distintos grupos de sujetos en base a

los distintos tramos de edad descritos anteriormente.

Seguidamente, se llevan a cabo los siguientes pasos:

a) Sien la historia clinica existen dos o mas resultados de ALP, pero alguno de ellos no
esta por debajo de los valores de referencia, se analizan los niveles de ALP en futuras
analiticas, ademas de valorar las manifestaciones clinicas asociadas en el paciente
afectado.

b) Si no existen mas resultados de niveles séricos de ALP y el paciente tiene una alta
sospecha de HPP debido a manifestaciones clinicas compatibles con esta patologia, se
recomienda solicitar una nueva determinacién del nivel de ALP para comprobar si los
niveles disminuidos se mantienen de forma persistente.

¢) En el caso de valores persistentemente bajos de ALP:

c.1) Descartar otras causas que disminuyan la actividad de ALP (Ver Tabla 2).
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c.2) Si el paciente presenta una alta sospecha de HPP por sintomatologia clinica

compatible tras excluir causas secundarias de hipofosfatasemia, se recomienda la

derivacion a la unidad especializada mas adecuada para su edad (pediatria o

endocrinologfa).

d) Pruebas de segundo nivel para el diagnéstico de HPP:

En la unidad de pediatria o endocrinologia se le informara al paciente sobre la

enfermedad y se solicitara:

d.1) Determinacién de niveles séricos de PLP.

d.2) En caso de valores de PLP por encima de los valores de referencia (3,6 a 18

ng/mL) se solicitardn estudios de secuenciacién del gen AILPL para la identificacién

de variantes genéticas asociadas a HPP (Figura 14).

Resultado de ALP inferior al
intervalo de referencia

Comprobaciéon de datos
analiticos previos

v

v

Mas de dos resultados de ALP
superiores al intervalo de
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pero existe alta sospecha de
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Y

Valores persistentemente
bajos de ALP

!

Observar al paciente en
futuras analiticas junto
con la situacién clinica.

Solicitar una nueva
determinacion

h

y

L 4

Descartado por
Criterios de exclusion

Alta sospecha de HPP

Valores persistentemente
bajos de ALP

Valores en rango o superior
al intervalor de referencia

Figura 14. Algoritmo diagnéstico de HPP llevado a cabo en la UGCL.
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4.6.2. Estudio Prospectivo

El presente estudio fue realizado de acuerdo a los estandares éticos del comité ético de
investigacion provincial de Malaga (CEI Malaga) y de la Declaraciéon de Helsinki de 1975,
revisada en 2013. (aprobado el 11-abril-2018).

De acuerdo con la reuniéon mantenida por el Grupo de Trabajo Andaluz de Hipofosfatasia y
Laboratorio Clinico el mes de junio de 2017 en Antequera, se acordé modificar los valores
de referencia para la fosfatasa alcalina en el laboratorio de analisis clinicos del Hospital
Universitario Clinico San Cecilio en poblacion pediatrica, basandose en el estudio CALIPER
para la poblacién pediatrica, y en los valores de referencia recomendados por la IFCC para

la poblacién adulta (Tabla 5).

Tabla 5. Valores de referencia de ALP estratificados por edad y sexo basados en el estudio

CALIPER para poblacién pediatrica y en los estindares de la IFCC para poblacién adulta.

Sexo Desde Hasta L(U/L) H (U/L) Referencia

Femenino 0 dias 14 dias 76 233 CALIPER
Femenino = 15 dias 1 afio 113 443 CALIPER
Femenino 2 afios 9 afios 132 315 CALIPER
Femenino = 10 afios = 12 afios 119 393 CALIPER
Femenino 13 afios 14 afios 52 239 CALIPER
Femenino = 15afios 16 afios 45 108 CALIPER
Femenino 17 afios 18 afios 40 80 CALIPER
Femenino | 19 afios = 150 afios 33 98 IFCC

Masculino =~ 0 dias 14 dias 76 233 CALIPER
Masculino = 15 dias 1 afio 113 443 CALIPER
Masculino =~ 2 afios 9 afios 132 315 CALIPER
Masculino = 10 afios = 12 afios 119 393 CALIPER
Masculino = 13 afios 14 afios 107 442 CALIPER
Masculino = 15 afios = 16 afios 75 312 CALIPER
Masculino = 17 afios 18 afios 49 139 CALIPER
Masculino = 19 afios = 150 afios 43 115 IFCC

L: Valor inferior; H: Valor superior

Ademas de las modificaciones de los valores de referencia, también se modificé parte del
algoritmo diagnostico inicial. De tal manera que, siguiendo este nuevo procedimiento, en el
estudio prospectivo se revisaron las determinaciones de actividad ALP durante la validacion
rutinaria realizada en el laboratorio que presentaban niveles inferiores a los valores de
referencia (Tabla 5), sin utilizar los tramos de edad del estudio retrospectivo. El resto del

algoritmo diagnéstico quedo invariable.
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Los protocolos usados tanto en el estudio retrospectivo como en el prospectivo incluyeron
para todos los participantes seleccionados:

- La cumplimentacién de un cuestionario de calidad de vida, modelo EQ-5D (Anexo
1) por cada uno de los sujetos participantes.

- Para el estudio bioquimico de HPP se redacté un documento de consentimiento
informado especifico del proyecto que fue firmado por el paciente, o por sus
progenitores en el caso de menores de edad. Ademas, a cada participante en el estudio
se le proporcion6 un documento de consentimiento informado adicional para la
realizacion del estudio genético de HPP, proporcionado por el Centro de
Diagnéstico Biomédico (CDB) del Hospital Clinic de Barcelona, donde se llevé a
cabo la secuenciaciéon del gen ALPL (Anexos 2 y 3 respectivamente).

- Extraccién de sangre para determinar los niveles séricos de PLP

- Extracciéon de sangre para identificar las variantes del gen ALLPL. que codifica la

proteina TNSALP mediante la secuenciacion de los exones y las regiones colindantes.

4.7. Limitaciones del estudio retrospectivo y prospectivo:

Debido al gran volumen de datos que se estudian en la UGCL del Hospital Universitario
Clinico San Cecilio de Granada, puede darse el caso de que no existan datos actualizados en
las historias clinicas sobre los datos de contacto de los potenciales sujetos afectados. Esto
puede dar lugar a la imposibilidad de contactar con los pacientes afectados suponiendo un
sesgo para el estudio. En otras ocasiones, puede ocurrir que sean los propios pacientes los

que no estén interesados en participar en el estudio.

4.8. Variables de los estudios:

4.8.1. Variables clinico-demograficas:

" Fdad

= Sexo

" Historia de fracturas (fracturas de estrés en metatarsianos, fracturas de fémur, fracturas de
repeticion, etc.)

»  Condrocalcinosis

" Anormalidades dentales (pérdida prematura de dientes deciduales, caries de repeticion,
deformidad dental y/ o mandibular, etc.)

»  Comvulsiones dependientes de piridoxina

»  Patologias miisculo esqueléticas, renmatoligicas y/ o renales
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4.8.2. Variables analiticas

»  Fosfatasa alcalina:

Los niveles de ALP se midieron en muestras de sangre mediante espectrofotometria
de absorcién en analizadores AU5800 (Beckman Coulter, California, EEUU). Para
ello se utilizé el método basado en las recomendaciones de la IFCC. La actividad
ALP se determiné midiendo la tasa de conversion de p-nitrofenil fosfato (pNPP)
en p-nitrofenol (pNP) en presencia de iones magnesio y zinc y de 2-amino-2-metil-
1-propanol (AMP) como aceptor de fosfato a pH 10,4. La tasa de cambio en la
absorbancia debido a la formacién de pNP se midié bicromaticamente a 410/480
nm siendo esta tasa una funcién directa de la actividad de ALP en la muestra. Las
determinaciones de fosfatasa alcalina de rutina fueron realizadas en el Laboratorio

de Analisis Clinicos del Hospital Universitario Clinico San Cecilio de Granada.

®  Piridoxcal-5 -fostato:

Las concentraciones plasmaticas de PLP, forma activa de vitamina B6 y uno de los
sustratos principales de la TNNSALP, se determinaron mediante cromatografia
liquida de alta presion (HPLC) en la Unidad de Analisis Clinicos del Hospital
Infantil Universitario Nifio Jesus (Madrid). La determinacién cromatografica se
realiz6 en un sistema HPLC isocratico con detector de fluorescencia. Las longitudes
de onda de excitacién y emision fueron 320 nm y 415 nm, respectivamente. Los

valores de referencia de PLP fueron de 3,6 a 18 ng/mlL.

w  Secuenciacion del gen AL PI .

a) Estudio retrospectivo:

En el estudio retrospectivo se realizé la extraccion de DNA de linfocitos de sangre
periférica y a continuaciéon la amplificaciéon del gen ALLPI. mediante PCR.
Posteriormente, se realizé secuenciacion Sanger, utilizando como base el producto
de la PCR, con el objeto de conocer la secuencia de las regiones codificantes y
uniones ex6n-introén del gen AILLPL utilizando como referencia la secuencia truncada
NM_000478.4. Esta técnica permite secuenciar de forma independiente ambas
hebras de DNA con nucle6tidos marcados con fluorescencia. El producto de la
reaccion de secuenciacion se leyd en un secuenciador automatico, mediante una

electroforesis capilar.
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Los resultados del estudio genético en el estudio retrospectivo fueron aportados por
el Instituto de Genética Médica y Molecular (INGEMM) del Hospital Infantil
Universitario Nifio Jesus (Madrid), segun a la metodologia descrita por Riancho et

al,, (2016) (215).

b) Estudio prospectivo:

En esta parte del estudio, se utilizé la metodologia detallada en el punto anterior,
pero utilizando como referencia la secuencia truncada (NM_000478.5). A
continuacién, se realizé un estudio de variantes en numero de copias mediante
amplificaciéon de sondas tras ligacion multiple (MLPA)(MRCHolland) y posterior
analisis de resultados mediante el programa SeqPilot (JSI Medical Systems).

Los resultados de la secuenciacion del gen AP en DNA de sangre periférica en el

estudio prospectivo fueron aportados por el CDB del Hospital Clinic de Barcelona.

4.9. Estudio de caracterizacion funcional y estructural de las nuevas variantes

identificadas

Durante el estudio retrospectivo identificamos dos nuevas variantes en el gen ALPL no
descritas previamente [(c.558G>A;p. Trpl186*) y (c.1327G>A;p.Ala443Thr)], mientras que
durante el estudio prospectivo identificamos tres variantes de significado incierto
[(c.69_74del; p.Glu23_Lys24del), (c.875C>T; p.Pro292Leu) y (c.1135C>A;p.His379Asn)].
Se llevaron a cabo estudios de caracterizacion funcional de estas variantes genéticas de
TNSALP con el objetivo de determinar el grado de afectacion de la enzima, asi como para
intentar realizar una vinculacién geno-fenotipica y estructural de cada variante. Para ello se
llev6 a cabo la transfeccion de células humanas embrionarias de rinén (HEK293T) con el
vector pcDNA 3.1 conteniendo las distintas secuencias codificantes para cada una de las

variantes del gen AIPL. a estudiar incluyendo la secuencia WT de ALPL.

4.9.1. Disedio de vectores de expresion
Los vectores empleados a lo largo de estudio de caracterizacion de las variantes se
fundamentaron en la modificacién del plasmido pcDNA 3.1, al cual se le insert6 el gen ALPL
con las diferentes mutaciones de estudio planteadas (pcDNA 3.1:4LPL ¢.558G>A, pcDNA
3.1:ALPL ¢ 1327G>A, pcDNA 3.1:ALPL c.69_74del, pcDNA 3.1:4LPL. c.875C>T y
pcDNA 3.1:4LPL ¢.1135C>A). Ademas de estos vectores, se utilizé el plasmido pcDNA
3.1 sin ningun inserto (pcDNA 3.1) y el vector pcDNA 3.1 con el inserto del gen ALPL WT
(pcDNA 3.1:A41.PL) para su uso como controles en los ensayos a realizar. En este caso, el

plasmido pcDNA 3.1:4LPL. actué como referencia para estudiar los cambios funcionales
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promovidos por las variantes. Por su parte, el vector pcDNA 3.1 vacio fue utilizado como
control interno para comprobar la expresion basal del gen ALLPL a nivel celular. Estos
plasmidos cuentan con promotores de citomegalovirus, asi como genes que confieren
resistencia a ampicilina y neomicina para su selecciéon en cultivos procariotas y eucariotas,
respectivamente. Las secuencias del gen ALLPL y sus correspondientes variantes genéticas
fueron insertadas cada una independientemente en el multicloning site, con las secuencias
flanqueantes para las enzimas Hindlll y BamHI (Figura 15). Todos los vectores fueron

suministrados por GenScript.
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Figura 15. Estructura del plasmido pcDNA 3.1.

En rojo aparece representado el gen de resistencia a ampicilina. En verde aparece representada
la region de multicloning site (MCS) seleccionada para insertar el gen ALPIL, flanqueada por
las dianas de las enzimas de restriccion Hind III y BamH-1.

4.9.2. Transformacion de Escherichia coli JM109 (E. coli JM109) con los distintos
plasmidos

Para aumentar la cantidad de los diferentes plasmidos que se emplearon posteriormente en

los experimentos propuestos, se realiz6 una transformacion de la cepa JM109 de E. /i
mediante choque térmico. En este proceso, se introdujeron los plasmidos pcDNA 3.1,
pcDNA 3.1: ALPL. WT, pcDNA 3.1: ALPL ¢.558G>A, pcDNA 3.1: ALPL c.1327G>A,
pcDNA 3.1: ALPL c.69_74del, pcDNA 3.1: ALPL ¢.875C>T y pcDNA 3.1: ALPL
c.1135C>A.

Para cada una de las transformaciones, se mezclaron 50 pL. de células competentes E. coli
JM109 y un 1 pg de cada uno de los plasmidos de interés. Esta mezcla se mantuvo en hielo

durante 5 minutos (min). Seguidamente, se realizé un choque térmico de 42 °C durante 90
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segundos (s), v la mezcla se volvid a transferir rapidamente a hielo durante 5 min. A
continuacion, se afiadieron 900 pLL de LB y la mezcla se incub6 durante 1 hora (h),a 37 °Cy
a 200 rpm, para la recuperacion y crecimiento de estas células. Finalmente, las células se
centrifugaron a 4000 rpm durante 5 min y se procedio a la siembra por agotamiento del pellet
obtenido en placas de LB-agar con ampicilina (100 mg/mL), a fin de seleccionar las colonias
que contenfan el plasmido de interés, dejando las placas incubar overnight a 37 °C. Tras el
crecimiento de colonias aisladas, éstas se picaron y se sembraron en 100 mL de LB liquido
suplementado con ampicilina (100 mg/mL), dejandose incubar overnight a 37 °C y 200 rpm.
Transcurrido este periodo, se procedié a la extracciéon de los plasmidos, realizando una
Midiprep, mediante el kit NucleoBond® Xtra Mida EF (Macherey-Nagel™) y siguiendo el
protocolo del fabricante. La pureza y concentracion de los plasmidos extraidos se determind
mediante una lectura espectrofotométrica, empleando el NanoDrop Spectrophotometer
(bioNovan), seleccionando tnicamente las muestras con relaciones de absorbancia 280/260
nm comprendidas en torno a 1,8.

Seguidamente, se realizaron comprobaciones para confirmar que los plasmidos extraidos
eran los correctos. En primer lugar, se realiz6 una PCR utilizando el kit comercial de Horse-
power Taq DNA Polimerase (Canvax), siguiendo el protocolo establecido por la casa
comercial y usando como cebadores, pares de oligonucle6tidos complementarios a las
secuencias del pcDNA 3. Para ello, se programaron los ciclos a 94 °C 5min, 25 x (95 °C 35s,
59 °C 35s, 72°C-1 min/kb), 72°C 7min, 4°C. Por dltimo, la visualizacién del proceso de
amplificacion se realizé por electroforesis en un gel de agarosa al 2%, empleando el DNA

Ladder (Canvax) como marcador de peso molecular.

4.9.3. Cultivo de células venales HEK293T

Toda la experimentaciéon se realizé6 en células humanas embrionarias de rifién 293T
(HEK293T), proporcionada por la casa comercial ATCC®. Esta linea en concreto se
selecciond debida a su alta capacidad replicativa y a la sencillez de su transfeccion, ademas
de ser un modelo idéneo para la expresion del gen AILLPL. Los cultivos se realizaron en
medio Advanced Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 1X (gibco® by
lifetecnologiesTM), suplementado con suero bovino fetal (FBS, por sus siglas en inglés) al
10%, HAM’s F12 (biowest) al 5% y antibi6tico/antimicético (biowest) al 1%.

Previo al 90% de confluencia, se realizé el subcultivo de la linea celular. Los correspondientes
subcultivos se obtuvieron sembrando 15.000 células/cm? en un Flask T-75 dada su elevada

tasa de proliferacion.
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4.9.4. Transfeccion transitoria de células HEK293T

El proceso de transfeccion transitoria de la linea HEK293T con los diferentes plasmidos de
estudio se llevé a cabo mediante lipofeccién, empleando para ello el reactivo LipoID293
(SigmaGen laboratories). La transfeccion transitoria de las diferentes construcciones del
estudio se realiz6 por triplicado. Para ello, se sembraron 150.000 células/pocillo en placas de
24 pocillos, dejandolas crecer durante 24 h a 37 °C y 5% CO.. La transfeccién se llevé a cabo
siguiendo los protocolos establecidos por la casa comercial, en concreto empleando 1,5 pLL
de LipoD293, 500 ng de DNA (plasmido de interés) y Advance DMEM sin suplementar
(Volumen final = 50 uL) por cada pocillo a transfectar. La maxima produccion de TNSALP
se obtuvo a las 48 h, momento en el que se realizaron las determinaciones de actividad

enzimatica de fosfatasa alcalina y las extracciones de RNA.

4.9.5. Determinacion de la actividad engimatica de ALP

La determinacién de la actividad enzimatica de ALP se realizé con el Alkaline
Phosphatase Assay Kit (Abnova) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se realizaron
triplicados para cada grupo, tanto para analisis de actividad ALP del extracto extracelular
como de la fraccion intracelular. La lisis celular se llevé a cabo mediante Tritén x-100 (0,2%).
Las determinaciones colorimétricas asociadas a la actividad ALP fueron analizadas en un
espectrofotémetro (Dynex Technologies) a una absorbancia de 405 nm y el proceso se repiti6
a los 4 min. La velocidad de la reacciéon es directamente proporcional a la actividad
enzimatica. Finalmente, las actividades terminaron de cuantificarse realizando calculos entre
ambas determinaciones y normalizando con el blanco (H2O milliQQ) y el calibrador (incluido

en el propio kit).

4.9.6. Determinacton de la expresion transcripcional de ALP

La determinaciéon de la expresion transcripcional de AILLPL transfectado se realizé mediante
una extraccion de RNA total, seguida de una retrotranscripcion (RT) y una PCR cuantitativa
a tiempo real (qQPCR). La extraccién de RNA de cada uno de los grupos se realizé empleando
el kit comercial RNeasy® Mini Kit (QIAGEN) segin las recomendaciones del fabricante.
La determinacién de la concentracion y calidad de RNA se realizé empleando NanoDrop
Spectrophotometer (bioNovan). De estas Gnicamente se retrotranscribieron las muestras que
presentaron una relacién de absorbancia 260/280 nm = 2. La sintesis de cDNA mediante
RT se realizé a partir de 1pg RNA en los diferentes grupos, utilizando el kit iScript cDNA
synthesis kit (Bio-Rad). Los ciclos de RT se programaron con un priming de 5 min a 25°C,
transcripcion reversa durante 20 min a 46 °C, inactivacion de la retrotranscriptasa durante 1

min a 95°C, y finalmente la etapa de enfriamiento a 4°C durante tiempo indefinido.
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Finalmente, la determinacién de la expresion génica se realiz6 mediante una qPCR
empleando el termociclador CFX96 Real-Time thermocycler (Bio-Rad). Para la realizacion
de esta, se empleo el gen de la proteina ribosomal 13 (RPL13) como housekeeping dada su
expresion constitutiva, a fin de poder normalizar los resultados obtenidos en el proceso. Se
emplearon los cebadores de ambos genes a una concentracion de 15pM vy el kit PowerUp
SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher Science).

El conjunto de cebadores disefiados para amplificar un fragmento de 121 pb del gen
ALPL de plasmidos tanto WT como mutantes es el siguiente:

ALPL-F: 5“TGGCACCTGCCTTACTAACT-3'y

ALPL-R: 5-CACGTTGGTGTTGAGCTTCT-3..

Los datos de expresion génica se normalizaron a la expresion del gen de referencia de
la proteina ribosémica L13 (RPL13) y se informaron como expresion de ALPL
normalizada. Se utilizé el siguiente conjunto de cebadores para amplificar el gen de
referencia: RPL13-F: 5'-CGTAAGATCCGCAGACGTAAGGC-3"y

RPL13-R: 5-GGACTTGTTCCGCCTCCTCGGAT-3".

4.9.7. Modelado tridimensional de la proteina TNSALP

En primer lugar, se identificé la secuencia proteica mediante una busqueda en UniProt,
obteniendo de esta forma la secuencia WT de la proteina (Uniprot ID: P05186). Una vez se
obtuvo esta secuencia, se establecieron las distintas secuencias con las variantes a analizar
(p-Trp186*, p.Alad443Thr, p.Glu23_Lys24del, p.Pro292Leu y p.His379Asn). Seguidamente,
se realiz6 un alineamiento de las secuencias mutadas mediante  Blast
(https:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) confirmando que en cada caso la proteina con
mayor Query Cover y porcentaje de identidad correspondia con la TNSALP humana. Una
vez comprobada la identidad de las secuencias mutadas, se empez6é el modelaje
tridimensional, = empleando  para  ello el  programa  SWISS  MODEL
(https:/ /swissmodel.expasy.otg/interactive). Este programa permite establecer predicciones
tridimensionales de secuencias aminoacidicas, comparandolas con proteinas ya cristalizadas
que comparta una cierta homologifa en la secuencia o en la estructura a la que darfan lugar.
Por ello y dado que la TNSALP no se encuentra cristalizada, se emple6 como molde para el
modelaje la proteina mutada y WT de la proteina cristalizada con mayor homologia
estructural y secuencial. Adicionalmente, también se buscé que este molde compartiera un
niamero minimo de ligandos, dado que estos podrian interferir en la determinacién de la

estructura tridimensional.
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La proteina seleccionada como molde fue la isoforma placentaria PLAP que comparte un
74% de homologia en su secuencia aminoacidica con TNSALP (Uniprot ID: P05187) (SMTL
ID: 1ew2). Finalmente, la visualizaciéon del modelado 3D se realizé con el software USCF

Chimera (205).

4.9.8. Andlisis estadistico

Estudio retrospectivo

Para el analisis estadistico se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk para estudiar la distribucion
de las variables. La medida de ALP se calcul6 en base a los resultados de tres experimentos
independientes en células transfectadas. Se realiz6 una transformaciéon de logiy para
normalizar estos datos y se realizé6 un ANOVA para comparar las diferencias entre los

grupos. La significacion estadistica se establecié en p<<0,05 (dos colas).

Estudio prospectivo

Para este analisis se parti6 de los datos en bruto por triplicado para cada uno de los grupos.
Partiendo de estos, se pudieron observar las diferencias estadisticamente significativas, para
niveles de significancia (p = 0,05), mediante la realizacién de pruebas de ANOVA

comparando los diferentes grupos experimentales.

El anilisis estadistico se realiz6 con el software especifico SPSS version 22.0 (SPSS, Inc.,

Chicago, IL).
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5. RESULTADOS
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5.1. Estudio Retrospectivo

J.1.1. Filtrado de pacientes en la poblacion adulta

La base de datos de la Unidad de Analisis Clinicos del Hospital Universitario Clinico San
Cecilio de Granada registr6é aproximadamente 121.000 analisis de ALP correspondientes a
78.590 sujetos (76.083 correspondientes a poblacion adulta y 2.507 a poblaciéon pediatrica)
entre el 1 de enero y el 31 de diciembre de 2016. Entre la poblacién adulta, identificamos
1.907 sujetos con niveles de ALP por debajo del limite inferior de los valores de referencia
(40 U/L). Para reducir los falsos positivos, se excluyeron 1.551 sujetos que tenfan solo una
evaluacion de ALP. Entre los 356 sujetos restantes que mostraron dos o mas evaluaciones
de ALP<40 U/L, se seleccionaron 65 sujetos con al menos una evaluacién de ALP<30 U /
L. Tras revisar las historias clinicas, se excluyeron 9 sujetos por causas secundarias de HPP
(mieloma multiple (n = 1), sindrome leche-alcalino (n = 1), desnutricién (n = 1) o por muerte
(n = 06)). Entre los 56 sujetos restantes, 16 sujetos (50 = 16 afios, 81% mujeres) aceptaron

participar en el estudio (Figura 16), a los que se les determiné las concentraciones de PLP.

N=76083 adultos

A
N=1907
Resultado de ALP < 40 UI/L

Excluidos N=1551
"""""""""""""" Con solo una determinacion
disponible

A4

N=356
> 2 resultados de ALP < 40 UI/L

Excluidos N=291
_________________________ Sin resultado < 30 UI/L

N=65
[ Al menos con un resultado < 30 UI/L ]

Excluidos N=9
_________________________ HPP secundaria

N=40
Participacion rechazada o no
A localizado

N=16
Participantes del estudio

Figura 16. Diagrama de flujo del reclutamiento de pacientes potencialmente afectados por
HPP de la poblacién adulta.
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J.1.2. Caracteristicas bioquimicas y clinicas en adultos.

De los 16 sujetos seleccionados en la cohorte de poblacion adulta, la mayoria eran
asintomaticos para HPP o presentaban sintomas leves. Ninguno de ellos habia sido
diagnosticado previamente de HPP. El diagndstico principal de cada paciente se describe en
la Tabla 6, incluyendo algunos diagnosticos relacionados con la HPP, como osteoartritis (n
= 2), enfermedad reumdtica inflamatoria (n = 1), osteoporosis (n = 3) y fibromialgia (n = 1).
Sin embargo, la mayorfa de los 16 sujetos presentaron otros diagnodsticos no relacionados
con HPP. Ninguno de ellos tenfa antecedentes familiares de HPP o raquitismo en la infancia.
Ninguno de ellos habia sido tratado con bifosfonatos. Ocho de los 16 pacientes (7 de ellos
mujeres) tenfan fracturas prevalentes (metatarso, humero, tibia, tobillo, mufieca, peroné o
cadera). Seis de los 16 pacientes (5 mujeres y 1 hombre) tenfan condrocalcinosis sintomatica.
Cinco de los 16 pacientes informaron anomalfas dentales. Con respecto a las determinaciones
bioquimicas, 10 adultos mostraron niveles disminuidos de ALP y niveles aumentados de PLP
en comparacion con los valores de referencia. Siete de estos diez pacientes presentaron
mutaciones en el gen ALPL.. Dos de estas mutaciones identificadas correspondian a nuevas
variantes no descritas previamente.

Tabla 6. Caracteristicas clinicas, niveles de ALP, niveles de PLP y estudio genético en
poblacién adulta. Estudio Retrospectivo

- Historia de . Anormalidades Diagnéstico ALP PLP . .
o 5
N Aiios Sexo sz Condrocalcinosis dentales principal (UL/L) afarit) Estudio genético
; q e comeR . ¢.659G>T;
1 50 F 1 (metatarso) No No Esclerosis multiple 25 58.76 p.Gly220Val
2 53 M No No No Policitemia vera 30 13.95 ()
] ‘ N iy o ¢ 1366G > A;
3 69 I# 1 (mufieca) No No Osteoartritis 17 55.74 p.Gly456Arg
Enfermedad de
4 27 F No No Si Thiemann, Colitis 25 1217 (@)
ulcerosa
5 53 M 2 (metatarso, No No Dermatitis 26 22,99+ c.473-2A>G
tobillo)
6 43 I# No Si No Miastenia gravis 25 23.90* ()
7 48 F 1 (tobillo) Si No Seellzsolt e, 29 8.98 -)
0steoporosis
8 45 I# No Si No Lupus, cancer colon 30 12.02 ()
3 (metatarso, Parpura
B >A;
9 34 F mufieca, No No trombocitopénica 19 24.12* ¢ F:I'5r8(186ﬁ
cadera) idiopatica p-rp
10 45 I# 2 (ﬂblé,i’ No Si Fractura de tobillo 30 9.41 (@)
peroné)
Pancreatitis aguda,
1 60 M No Si No leucemia linfocitica 20 19.66* ()
colelitiasis
12 38 F B((rets, Si Si Colitis ulcerosa 28 37.41% “)
tobillo)
13 30 F No No si Espom.hlnartrms 2 19.48% c.558G>A;
anquilosante p-Trpl86%* =
Fibromialgia,
s . SA:
14 65 F No Si Si osteoartritis, 18 62.26* 61:13241§;Tl?.r’ 5
0steoporosis p-Ala
Osteoporosis, c.1327G>A;
o - 8 " 5
15 " : L ) N® Ne cancer de mama 2 N2 p- Ala443Thr P
16 36 F No No No Al G, 26 9.47 -)
fibromialgia, lupus

a Primera variante genética encontrada. P Segunda variante genética encontrada. (-) denota un resultado
negativo. * Niveles de PLP superiores a los valores de referencia.
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J.1.3. Resultados genéticos en la poblacion adulta

De los 10 adultos a los que se les realizé estudio genético, 7 de ellos presentaron mutaciones
en el gen ALPL, siendo diagnosticados de HPP. Dos pacientes (pacientes 9 y 13, Tabla 6)
presentaron la misma mutacion en el gen ALPL en el ex6n 6 en heterocigosis, ¢.558G> A;
p-Trp186*. Mientras que otros dos pacientes (pacientes 14 y 15, Tabla 6) presentaron una
mutacion ALPL en el exén 12 en heterocigosis, ¢.1327G> A; p.Ala443Thr. Estas dos
mutaciones son nuevas variantes genéticas, no descritas previamente.

Los otros tres pacientes mostraron mutaciones en el gen AIPI. descritas previamente. Uno
de ellos (paciente 5, Tabla 6), presenté una mutacioén en el exén 6 en heterocigosis, en la
region aceptora canonica de splicing (c.473-2A>G), lo que provocéd una alteracion en el
procesamiento del mRNA. Otro sujeto (paciente 1, Tabla 6) presenté una mutacién en el
exo6n 7 en heterocigosis (c.659G> T; p.Gly220Val25). El sujeto restante (paciente 3, Tabla
6) presentdé una mutaciéon en el exén 12 en heterocigosis (c.1366G>A; p.Gly456Arg)
encontrando una variante similar en estudios previos (161).

De los 7 pacientes adultos con mutacién en el gen ALPL, cinco de ellos presentaron
antecedentes de fracturas, uno de ellos presenté condrocalcinosis y dos de ellos informaron
anomalias dentales (Tabla 6). Entre los sujetos estudiados, encontramos que los pacientes
con mutacioén en el gen ALLPL. mostraron niveles significativamente mas bajos de ALP y
niveles mas altos del sustrato PLP (Figura 17). Ademas, los pacientes con fracturas mostraron
niveles de PLP mas elevados que los pacientes sin fracturas, aunque sin alcanzar significacion

estadistica (Figura 18).

A B

30,001 p=0.004 p=0.014

T

27,50

40,00

Niveles de PLP en suero

20,00 _]— —1—

1

T T T
Negativo Positivo Negativo Positivo

Test genético Test genético

Figura 17. Niveles séricos de ALP y PLP en presencia o ausencia de mutaciones en el gen
ALPL.
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Figura 18. Niveles séricos de ALP y PLP en pacientes con presencia o ausencia de fracturas.

J.1.4. Filtrado de pacientes en la poblacion pedidtrica

En la poblacién pediatrica, se excluyeron 2.003 de 2.507 sujetos seleccionados, por tener una
sola evaluaciéon de ALP realizada y se seleccionaron 504 sujetos que mostraban dos o mas
determinaciones de ALP con niveles por debajo de 150 U/L. Entre estos ultimos, se
excluyeron aquellos sujetos que presentaron alguna evaluaciéon de ALP con niveles séricos
por encima de los limites de referencia (472 sujetos). En este punto, clasificamos a la
poblacién pediatrica en dos grupos segun la edad y los valores de referencia de ALP (de 0 a
12 anos y de 13 a 19 afios). Por lo tanto, se seleccionaron 7 sujetos con al menos una
determinacién por debajo del umbral de 100 U/L y 25 sujetos con al menos una
determinaciéon por debajo del umbral 50 U/L, respectivamente. Tras revisar las historias
clinicas, 4 sujetos pertenecientes al primer grupo y 5 del segundo, fueron excluidos por tener
causas secundarias de HPP [hipotiroidismo (n = 3), desnutricién (n = 4) y leucemia o
tratamiento con quimioterapia (n = 2)]. Finalmente, solo 8 sujetos pertenecientes al grupo
de 13 a 19 anos (18 = 1 afios, 87,5% mujeres) aceptaron participar en el estudio (Figura 19).

Ninguno de ellos tenfa antecedentes familiares de HPP o raquitismo.
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Figura 19. Diagrama de flujo del reclutamiento de pacientes potencialmente afectados por
con HPP de la poblacién pediatrica.

J.1.5. Resultados bioquimicos, genéticosy clinicos en poblacion pedidtrica
Uno de estos 8 sujetos tenfa antecedentes de fracturas (fémur, tibia, peroné y radio) por
politraumatismo. Solo uno de los 8 sujetos tenfa un diagnéstico relacionado con HPP
(artralgia), presentando la mayoria de ellos otras patologias no relacionadas con HPP (Tabla
7). A pesar de que 2 de los 8 sujetos presentaron niveles bajos de ALP y un nivel muy elevado
de PLP en comparacion con los valores de referencia, no se encontraron mutaciones en el

gen ALPL. para ninguno de ellos.

Tabla 7. Caracteristicas clinicas, niveles de ALP, niveles de PLP y estudio genético en la
poblacién pediatrica. Estudio Retrospectivo.

No Ajios Sexo Historia de Condrocalcinosis A lidad Diagnéstic ALP PLP Estudio
fracturas dentales principal (U1/L) (ng/mL) genético
1 18 F No No No iRl dblh 37 11.25 )
audicién
2 19 F No No No Esclerosis multiple 50 9.72 )
3 19 F No No No Lupus 40 10.05 )
4 18 F No No No Migrafia 49 32.68* )
5 19 F No No No Artralgias 42 23.92% )
6 19 M b (@, Wik, No No Politrauma 46 11.98 )
peroné, radio)
7 18 F No No No Asma 40 9.77 )
8 19 F No No No  Intestim 43 18.43 ©)
Gastrointestinal

(-) denota un resultado negativo. *Niveles de PLP superiores a los valores de referencia.
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J.1.6. Caracterizacion funcional de las dos nuevas variantes genéticas identificadas

La actividad ALP se determiné en células HEK293T transfectadas con plasmidos que
contenfan ALPL. WT o con los correspondientes mutantes del gen ALPI.. El mutante
truncado (p.Trp186*) mostr6 una disminucion drastica de la actividad ALP comparable tanto
con las células no transfectadas como con las células transfectadas con el vector vacio (Figura
20). El segundo mutante (p.Ala443Thr) también mostré una reduccién significativa en la
actividad de ALP, aunque la actividad de ALP fue mayor que en el mutante truncado, lo que

sugiere que la segunda mutacion tiene un impacto menor en la estructura 3D de TNSALP.

B

0.18 — { p<0o0s

0.06 -

0.04 =

Actividad de ALP (Abs 405nm)

0.02

0.00

WT p-Trpl86* p-Aladd43Thr

Figura 20. Determinacién de actividad ALP en células HEK293T transfectadas y no
transfectadas.

A) En el Panel A se muestran los resultados cualitativos de la actividad ALP en células
HEK293T en las siguientes condiciones: células no transfectadas (linea 1), células transfectadas
con pCDNA 3.1 (linea 2), células transfectadas con pCDNA 3.1: ALPL WT (linea 3), células
transfectadas con pCDNA 3.1: ALPL ¢.558G>A mutante (p.Trp186*) (linea 4) y células
transfectadas con pCDNA 3.1:4LPL ¢.1327G>A mutante (p.Ala443Thr) (linea 5). B) En el
panel B se muestran los resultados cuantitativos del ensayo de ALP expresados como
absorbancia a 405 nm. Los resultados se expresan como media y error estandar, derivados de
tres experimentos independientes.

J.1.7. Expresion relativa de mRNA de las dos nuevas variantes genéticas
identificadas

Para evaluar la eficiencia de la transfeccion y poder conocer la actividad real de cada variante,

se realizaron ensayos de RT-qPCR a partir del RNA total extraido de los distintos cultivos
de células HEK293T conteniendo las distintas construcciones. De esta forma, pudimos
calcular la expresion transcripcional del gen AILLPL y de sus correspondientes variantes

genéticas, observandose que en los cultivos ALPI-WT, la expresion fue similar a la de los

79



ESTUDIO POBLACIONAL DE HIPOFOSFATASIA EN LA PROVINCIA DE GRANADA Y CARACTERIZACION FUNCIONAL Y ESTRUCTURAL DE LAS VARIANTES IDENTIFICADAS

cultivos transfectados con las distintas variantes. La expresion de ALPL en células
transfectadas con el vector vacio fue menor que en el resto de construcciones,

correspondiendo este nivel de expresion a la contribucion endogena del gen AILPL en células

HEK293T (Figura 21).

(ng/pL)

1.00

0.50

Expresion normalizada del gen ALPL

0.00 -~ e e

pcDNA3.1
WT ¢.558G>A ¢.1327G>A
(p-Trp186*) (p-Alad443Thr)

Figura 21. Expresion transcripcional normalizada de ALPL WT y de los nuevos mutantes
usando RPL13 como housekeeping.

Los resultados se expresan como medias y error estindar derivados de tres experimentos
independientes.

J.1.8. Efecto de las nuevas variantes genéticas a nivel estructural mediante modelaje
tridimensional de la estructura TNSALP

Para predecir el efecto de las dos mutaciones identificadas en la estructura de TNSALP, se
obtuvo un modelo 3D basado en la homologfa de secuencia entre TNSALP, que no tiene
estructura cristalina resuelta, y la isoenzima placentaria que si dispone de estructura resuelta.
Aunque ambas secuencias de proteinas comparten sélo un 74% (35), la estructura de ambas
moléculas estd muy conservada (Figura 22). La primera nueva mutacién identificada
(c.558G>A;p. Trp186*) produce una proteina TNSALP truncada que conserva solo 1/3 de
su secuencia, lo que afecta a la pérdida de la mayor parte de su estructura (Figura 22A,C). El
analisis bioinformatico de la segunda nueva mutacién identificada (c.1327G>A;p.Ala443Thr)
revel6 que incluso manteniendo una estructura muy similar, la variante p.Ala443Thr mostr6
modificaciones relevantes en la polaridad general de la molécula completa, aumentando los

grupos hidrofébicos de superficie (Figura 22B, D) pudiendo esto afectar a su funcion.
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Figura 22. Modelado 3D de TNSALP WT y las correspondientes variantes identificadas en el
estudio retrospectivo.

El modelado de la estructura se basa en la homologia de secuencia entre TNSALP y la
isoenzima placentaria (ID de PDB: 1E2W). Los paneles A y C muestran la estructura 3D de
TNSALP WT y del mutante truncado respectivamente, en una representaciéon de cinta. Los
dos mondémeros de la proteina estan coloreados en rojo y azul. Los paneles B y D muestran la
estructura 3D de TNSALP WT y el segundo mutante (p.Ala443Thr) respectivamente, usando
una representaciéon basada en la hidrofobicidad de los residuos. El color de la superficie
molecular por hidrofobicidad de aminoacidos se ha utilizado de la siguiente manera: de azul
oscuro para los residuos mas hidréfilos, pasando a blanco, anaranjado y rojo para los residuos
mas hidréfobos. Los cambios mas hidrofilicos introducidos en el mutante respecto al WT se
delimitan con circulos negros y los cambios mas hidrofébicos, con circulos rojos. El dominio
corona se delimita con un rectangulo.

5.2. Estudio prospectivo

J.2.1. Filtrado de pacientes

Tras revisar los resultados de las determinaciones de ALP de forma prospectiva desde del
mes de junio 2018 a mayo 2019 a un total de 64.013 sujetos (62.412 sujetos correspondientes
a poblacién adulta y 2.507 sujetos correspondientes a poblacién pediatrica) se les realizo
determinacién de ALP. Se seleccionaron un total de 765 sujetos que presentaron niveles
disminuidos de ALP. De estos, 522 sujetos fueron descartados por presentar una sola
determinacion de ALP. De los 243 sujetos resultantes (204 correspondientes a poblacion
adulta y 39 a poblacion pediatrica), 128 fueron descartados por presentar dos o mas

determinaciones de ALP en rango o superior a los valores de referencia. Tras estudiar las
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historias clinicas de los 115 pacientes restantes, se descartaron 54 sujetos por posibles causas
de HPP secundaria. De los 61 sujetos con sospecha de HPP solo 24 pacientes participaron
en el estudio. A estos 24 pacientes se les determinaron los niveles de PLP. De ellos, 17 adultos
y 3 nifios presentaron actividad de ALP disminuida de manera persistente y niveles de PLP
aumentados en comparacién con los valores de referencia. A los 20 pacientes se les realizo

una secuenciacion del gen ALPL.

J.2.2. Resultados genéticos

De los 17 pacientes adultos, 11 de ellos presentaron mutaciones en el gen ALPL, siendo
diagnosticados con HPP, mientras que otros 3 de ellos presentaron variantes de significado
incierto, no siendo portadores de ninguna variante claramente patogénica. De los 3 pacientes
de poblacién pediatrica, 2 de ellos presentaron mutaciones no descritas anteriormente en el
gen AILPL: El paciente 2 (Tabla 9) present6 la variante ¢.17T>C; p.(Leu6Ser) en el ex6n 2
en heterocigosis. Mientras que el paciente 3 (Tabla 9) present6 la variante ¢.498_500delCAC;
p.(Thr167del) en el exén 6 en heterocigosis.

Ademas, en tres de los pacientes adultos identificamos variantes de significado incierto: El
paciente 1 (Tabla 8) presenté la variante ¢.875C>T; p.(Pro292Leu) en el exén 9 en
heterocigosis. El paciente 15 (Tabla 8) presento la variante ¢.69_74del; p.Glu23_Lys24del
en el exén 3 en heterocigosis, mientras que el paciente 21 (Tabla 8) presenté la variante
(c.1135C>A;p.His379Asn) en el exén 10 en heterocigosis.

El resto de pacientes presentaron mutaciones previamente descritas, que se detallan a
continuaciéon: El paciente 4 (Tabla 8) presenté la variante ¢.382G>A que codifica para el
cambio de aminoacido p.(Val128Met) en el ex6n 5 en heterocigosis. El paciente 10 (Tabla 8)
presentd la variante ¢.1327G>A; p.(Ala443Thr) en el exén 12 en heterocigosis. El paciente
11 (Tabla 8) present6 la variante c.1366G>A; p.(Gly456Arg) en el exén 12 en heterocigosis.
El paciente 16 (Tabla 8) presento la variante ¢.558G>A; p.(Trp186*) en el exén 6 en
heterocigosis. El paciente 18 (Tabla 8) presentd la variante c.407G>A; p.(Arg136His) en el
exon 5 en heterocigosis. El paciente 19 (Tabla 8) presenté la variante ¢.334G>C;
p.(Gly112Arg) en el ex6n 5 en heterocigosis. El paciente 20 (Tabla 8) present6 la variante
c.1328C>T; p.(Ala443Val) en el exén 12 en heterocigosis. Dos pacientes (paciente 13 y 14
(Tabla 8)) presentaron la misma mutacién c.473-2A>G en el intréon 5 en heterocigosis,
mientras que otros dos (paciente 6 y 17 (Tabla 8)) presentaron la mutacién c¢.571G>A;

p.(Glu191Lys) en el exén 6 en heterocigosis.
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J.2.3. Caracteristicas bioquimicas y clinicas

La mayoria de los pacientes presentaron sintomas articulares u osteocondritis a excepcion de

tres de ellos que no presentaron sintomatologia relacionada con HPP (4 y 8 (Tabla 8) y

paciente 3 (Tabla 9)). Ninguno de ellos tenfa antecedentes familiares de HPP o raquitismo

en la infancia. Ademas, no observamos ningun paciente con sintomas de condrocalcinosis.

Solo dos de los pacientes (mujeres ambas) presentaron historia de fracturas, una de ellas con

fractura del troquiter del hombro izquierdo (paciente 14 (Tabla 8)) y la otra con fractura del

escafoides carpo izquierdo (paciente 18 (Tabla 8)). Esta tltima paciente ademas habia sufrido

recientemente varias perdidas dentales con raiz completa.

Tabla 8. Caracteristicas clinicas, niveles de ALP, niveles de PLP y estudio genético en

poblacién adulta. Estudio Prospectivo

_ Historia de . Anormalidades L . ALP PLP . "
N°  Aijios Sexo Condrocalcinosis Diagnéstico principal Estudio genético
fracturas dentales (UI/L) (ng/mL)
1 62 M No No No Gonalgia, rr.lemscopatlla, hipertrofia 16 £119 c.875C>T;
benigna de préstata p-(Pro292Leu)**
Acromegalia, hipertrofia benigna de
2 60 M No No No prostata, lumboartrosis, tendinitis 25 *61 )
calcificante de hombro
Hemocromatosis, artrosis
2 i > * _
3 @l B N® o e femoropatelar de rodilla derecha — = ©)
; . o B C.382G>A;
4 32 M No No No Estenosis de valvula pulmonar 24 145 p.(Val128Met)
Osteoporosis, artrosis primatia,
5 69 M No No No poliartralgia, artritis reumatoide, 35 11,15 No procede
espolén
Cifosis de Scheuermann, litiasis renal,
- B B encondroma fémur, artralgias « c.571G>A;
6 ey o N® e e inespecificas, bursitis del 1¢r £ 253 p-(Glul91Lys)
metatarso, Osteoporosis
7 24 M SI No No P diwleslh y amprzEen 26 146 No procede
fémur. Accidente de coche
3 o4 M No No No Estenosis hepanc:a, %nsuﬁclencm renal 20 913 No procede
crénica
9 53 M No No No Osteopenia, dermatm'nmmns, 34 ¥191 )
hemocromatosis
Espondiloartritis psoridsica, gonalgia
10 33 M No No No }zqulerda, lumb.algml7 e.sco'hosls, o7 %120 c.1327G>A;
purpura trombocitopénica inmune, P-(Ala443Thr)
dolor de hombro y pie izquierdo
1 o4 M No No No Cardioversion, 'cardl.opatm, diabetes o7 %122 c.1366G>A;
mellitus tipo 2 p-(Gly456Arg)
Lumboartrosis, artrosis
12 56 M No No No asomitodviselis illveell 28 11,62 No procede
coxartrosis, artralgia clavicula, manos
gluteos, Policitemia vera, psoriasis
13 46 F No No No e, it ml‘ii‘t‘i" Rl 21 33 c.473-2A>G
ais
Si (Troquiter L . o
14 3 F hombro No No Poliartritis, nsteocn.ndtms, raquialgia, 21 28,6 CAT32ASG
o gonartrosis fase 1
izquierdo)
. - Dolor de rodilla y lumbar, Bocio * c.69_74del;
15 & 1? N® e e tiroiditis autoinmune - 34 p.(Glu23_Lys24dely**
Lumbartrosis sindrome facetario, .
16 41 F No No No gonartrosis grado I, poliartralgia, 30 *43 C:558G 2
. : . p-(Trp186*)
tendinopatia del supraespinoso
Osteoporosis, espondiloartrosis
N >A;
17 61 F No No No dorso-lumbar con osteofitosis, 15 *160 SETCSY
. p-(Glul91Lys)
aplastamiento de L1
- . B (it P Poliartralgia, escoliosis dorsal, pierna .
18 40 F C:1 f:;ai?:j; No st (caldcaotjsnlt:i;):on raiz izquierda hinchada, osteocondritis 30 * 59 [(::t(nlg;ﬁ;s)
PO 124 P esternocostal p-(Arg
Gonalgia, gonartrosis, osteocondritis,
19 29 F No No No tadtioine cle el 13 * 225 c33G e
poliartritis, artritis idiopatica juvenil p-(Glyl12Arg)
(inicio a los 3 afios),
Listesis lumbar, déficit de vitamina D.
2 ? 5 >T;
20 66 F No No No pies cavos, dorsalgia, raquialgia, 28 *175 o Cll
; 3 p-(Ala443Val)
discartrosis L5
Parestesia en cara y miembros .
21 45 F No No No superiores. Dolor en codos, cadera y 10 *462 GLECAy

miembros inferiores. Fatiga.

p-(His379Asn)**

*Niveles de PLP superiores a los valores de referencia. **Variante de Significado Incierto. (-) denota un resultado negativo.
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Tabla 9. Caracteristicas clinicas, niveles de ALP, niveles de PLP y estudio genético en
poblacién pediatrica. Estudio Prospectivo

Historia de Anormalidades ALP PLP
o A . Diasnésti . E . "
N iios  Sexo e Condrocalcinosis dentales iagnostico principal (UI/L) ) studio genético
1 6 M No No No Enfermedad de Duchenne 104 *29 )
. . N o c.17T>C;
2 15 M No No No Pies valgos 73 118 p(LeubSer)
3 15 M No No No Enfermedad de Crohn 45 *455 @4 RELEEICAC

p-(Thrl67del)

*Niveles de PLP superiores a los valores de referencia. **Variante de Significado Incierto. (-) denota un resultado negativo.

J.2.4. Caracterizacion funcional de las tres variantes de significado incierto en

modelo celular in vitro

La actividad ALP se determiné en células HEK293T transfectadas con plasmidos que
contenfan ALPL. WT o con los correspondientes mutantes del gen ALPIL. El mutante
truncado (p.Glu23_Lys24del) mostré una disminucion de la actividad ALP al comparatlo
tanto con las células transfectadas con WT como con las células con transfectadas con
pcDNA 3.1 vacio (Figura 23). El segundo mutante (p.Pro292Leu) también mostré una
reduccion significativa en la actividad de ALP mayor que el primer mutante. Y por dltimo, el
tercer mutante (p.His379Asn) fue el que mostré una actividad de ALP drasticamente
disminuida en comparacién con el resto de mutantes y con las células transfectadas con WT,
incluso por debajo de la actividad enzimatica de las células transfectadas con pcDNA 3.1

vacio, lo que sugiere que esta dltima variante es altamente patogénica.

0,20 - I

0,25 -

Actividad de ALP (Abs 405nm)

pcDNA 3.1 wT p.Glu23_Lys24del p.Pro292Leu  p.His379Asn

Figura 23. Determinacién de actividad ALP en células HEK293T transfectadas y no
transfectadas.

Se muestran los resultados cuantitativos del ensayo de ALP expresados como absorbancia a
405nm. Los resultados se expresan como media y error estandar, derivados de tres
experimentos independientes.

84



ESTUDIO POBLACIONAL DE HIPOFOSFATASIA EN LA PROVINCIA DE GRANADA Y CARACTERIZACION FUNCIONAL Y ESTRUCTURAL DE LAS VARIANTES IDENTIFICADAS

J.2.5. Expresion relativa de mRNA de variantes de significado incierto

Poder conocer la actividad real de cada variante, se realizaron ensayos de RT-qPCR a partir
del RNA total extraido de los distintos cultivos de células HEK293T transfectados con los
distintos plasmidos correspondientes. De cada uno de los cultivos, se realizé el calculo la
expresion transcripcional del gen ALLPL y de sus correspondientes variantes genéticas,
observandose que la expresion en los cultivos ALPL-WT fue similar a la de los cultivos
transfectados con las distintas variantes. La expresion de ALPL en células con el vector
pcDNA 3.1 vacio fue menor que en el resto de construcciones, correspondiendo este nivel

de expresion a la contribucion endégena del gen ALLPL en células HEK293T (Figura 24).
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pcDNA 3.1 wT c.69_74del; c.875C>T; c.1135C>A;

p-Glu23_Lys24del p.(Pro292Leu)  p.(His379Asn)

Figura 24. Expresion transcripcional normalizada de ALPL WT y de los nuevos mutantes
usando RPL13 como housekeeping.

Los resultados se expresan como medias y error estindar derivados de tres experimentos
independientes.

J.2.6. Efecto de las mutaciones de significado incierto mediante modelaje
tridimensional de la estructura de TNSALP

Para el estudio del efecto de las mutaciones de significado incierto mediante modelaje
tridimensional, se construyé un modelo basado en la homologia de secuencia entre la
TNSALP vy la isoforma placentaria (Figura 25A). Analizando virtualmente la estructura
molecular de las variantes genéticas objeto de estudio, se observa que la variante
p.Glu23_Lys24del unicamente presenta cambios significativos en el extremo de la hélice «
anexa al extremo N-terminal, lugar donde se produce la deleciéon y en donde se puede

observar un acortamiento en la estructura proteica (Figura 25B). Por otra parte, la variante
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p.Pro292Leu afecta a dos de las cadenas 3 que conforman la lamina B, la cual actia como
dominio estructural y parte integra del dominio de unién al calcio. Esta variante provoca el
alargamiento de estas cadenas y reduce la extension de los loops existentes entre ambas
(Figura 25C). Por ultimo, la variante p.His379Asn afecta a nivel de uno de los dos sitios de
union a Zn*" de cada uno de los monémeros de la proteina. A pesar de que no cause ningtin
impacto a nivel estructural, reduce a la mitad los atomos de Zn*" que la metaloenzima puede

reclutar para llevar a cabo su funcién catalitica (Figura 25D).

A)

p-Pro292Leu @& ' p-His379

p-Glu23_Lys24del
p-Glu23_Lys24del

p-His379Asn

Figura 25. Representacion tridimensional de la proteina TNSALP en forma de cintas.

A) TNSALP WT. Se marcan en amarillo los aminoacidos modificados por las variantes
genéticas, asf como se remarcan en verde los atomos de Zn?* que actian como cofactores. B)
TNSALP con cambio aminoacidico p.Glu23_Lys24del. Se marca en naranja la delecion y se
resalta con un circulo naranja los mayores cambios estructurales. C) TNSALP con el cambio
aminoacidico p.Pro292Leu. Se marca en naranja la sustitucién aminoacidica y se resalta con un
circulo naranja los mayores cambios estructurales. D) TNSALP con cambio aminoacidico
p-His379Asn. Se marca en naranja el cambio aminoacidico y se resalta con un circulo naranja

los mayores cambios estructurales.
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Por otro lado, se realizé un estudio sobre los cambios de polaridad que presenta la proteina
en respuesta a estas variaciones genéticas (Figura 26). En este sentido, se puede observar que
la variante p.Glu23_Lys24del, presenta importantes cambios en la polaridad y el plegamiento
de la proteina en torno a la regién mutada, exponiendo dos residuos altamente hidrofébicos
al exterior y cambiando la conformaciéon que adquiere la hélice o en la que se encuentran a
nivel espacial (Figura 26B). También se puede observar un pequefio cambio en la region
inferior de los dominios de la interfaz, retrayendo uno de los caracteristicos racimos de
residuos hidrofilicos presentes en la TNSALP WT, aunque cabe destacar, que este cambio
esta presente en las 3 variantes genéticas. Por otra parte, los cambios causados por la variante
p.Pro292Leu se encuentran deslocalizados de las inmediaciones de la interfaz del
homodimero, causando una mayor oquedad en la regién marcada en la Figura 26C.
Finalmente, los cambios en la polaridad causados por la variante p.His379Asn (Figura 20),

fueron minimos, provocando la compactacion de algunos residuos hidrofébicos expuestos

en la proteina TNSALP WT.

Kﬁ Higrg(ggigiﬁiﬁ

-4.5 0 45

Kd Hidrofobicidad
-4.5 0 4,5

Kd Hidrofobicidad
-4,5 0 45

Figura 26. Representacién tridimensional de la protefna TNSALP en funcién de su
hidrofobicidad.

Se representa la hidrofobicidad en escala Kd de hidrofobicidad, con valores acorde a la escala
de hidrofobicidad de Kyte y Doolittle, desde los aminoacidos mas hidréfilos en azul claro,
hasta los mas hidréfobos en rojo anaranjado. Se marca en circulos amarillos los cambios a
aminoacidos mas hidréfilos y en circulos negros los cambios a aminoacidos mas hidréfobos,
de las diferentes variantes respecto a la TNSALP WT. A) TNSALP WT B) Variante genética
p-Glu23_Lys24del. C) Variante genética p.Pro292Leu. D) Variante genética p.His379Asn.

87



ESTUDIO POBLACIONAL DE HIPOFOSFATASIA EN LA PROVINCIA DE GRANADA Y CARACTERIZACION FUNCIONAL Y ESTRUCTURAL DE LAS VARIANTES IDENTIFICADAS

6. DISCUSION
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6.1. Estudio retrospectivo

Observamos que el 0,12% de los sujetos con determinaciones de los niveles de ALP durante
el afio 2016 en el Hospital Universitario Clinico San Cecilio de Granada presentaron niveles
séricos de ALP persistentemente bajos. Sin embargo, no todos estos sujetos estaban
afectados por HPP.

En nuestro estudio encontramos 7 de 16 pacientes adultos con una mutacién en el gen
AILPL. En concordancia con la proporcién reportada por el estudio de McKiernan (150),
encontramos que 5 sujetos (4 mujeres y 1 hombre) presentaron todas las caracteristicas
clinicas y bioquimicas de la HPP (nivel bajo de ALP sérico total, niveles altos de PLP y
antecedentes de fracturas prevalentes) (pacientes 1, 2, 5, 9 y 15, Tabla 6). Ademas,
identificamos dos mujeres con mutacion en el gen AIPI, nivel bajo de ALP sérico y niveles
altos de PLP, pero sin antecedentes de fracturas prevalentes (pacientes 13 y 14, Tabla 06). Sin
embargo, ambas pacientes mostraron anomalias dentales, y una de ellas antecedentes de
condrocalcinosis siendo esta sintomatologia compatible con HPP de adultos u
odontohipofosfatasia (128).

Por otro lado, dos pacientes (ambas mujeres) presentaron niveles de ALP y PLP en suero
compatibles con el diagnéstico de HPP, aunque no se detecté ninguna mutacién en el gen
ALPL en el analisis de secuenciacién llevado a cabo en nuestro estudio. A pesar de no
presentar mutaciones en dicho gen, sugerimos que ambas pacientes podrian estar afectadas
con HPP, ya que tanto las manifestaciones bioquimicas como clinicas se asociaron con
sintomas comunes relacionados con la HPP (pacientes 11 y 12, Tabla 6). Esta inconsistencia
podria explicarse por factores adicionales que pueden influir en la expresion clinica de HPP.
En este sentido, podrian existir mutaciones en regiones no codificantes del gen, como las
regiones promotoras o intergénicas del gen ALPI, que no son detectadas por la
secuenciacion Sanger utilizada en nuestro estudio. Existen otros estudios en concordancia
con esta hipétesis, que explican la ausencia de mutaciones en este gen en pacientes con clinica
y bioquimica compatible con HPP (140).

Ademas, la regulacion de los niveles extracelulares de PPi, responsable de algunos sintomas
de HPP, es compleja e involucra a varios genes ademas del gen ALPL. (139).

Por otra parte, el gen RUNXZ2 que codifica para el factor de transcripcion RUNX2 de
osteoblastos, especifico de hueso/cartilago, esta involucrado en el proceso de regulacion de
la mineralizacién 6sea, participando en la regulaciéon de la actividad de TNSALP (131). La
mutacion en este gen esta relacionada con el desarrollo de displasia cleidocraneal (OMIM

119600). Esta patologia se caracteriza por macrocefalia con suturas persistentemente
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abiertas, claviculas ausentes o hipoplasicas, anomalfas dentales y osificacion retardada de los
huesos pubicos. Los pacientes afectados por este trastorno, presentan fenotipos que pueden
solaparse con los de HPP con caracteristicas radiograficas y bioquimicas similares. Esta
podria ser otra explicacion a la ausencia de mutaciones en el gen AP en pacientes con
bioquimica y clinica compatible con HPP.

Los pacientes 9 y 13 (Tabla 6) presentaron una nueva mutacion en el gen APl no descrita
anteriormente (c.558G>A;p. Trp186*). Dicha mutacién conduce a un cambio aminoacidico
generando una versiéon mas corta de la proteina TNSALP, que conserva sélo un tercio de la
secuencia original, al introducir un codén de parada en la posicién 186. Se realizé la
caracterizacion funcional de la TNSALP con la mutacién descrita anteriormente
observandose una drastica disminucién de la actividad de ALP (Figura 20). Esta mutacion
da lugar a la pérdida de algunos determinantes estructurales importantes, como es el sitio
activo en la posiciéon 110, algunos sitios de unioén a metales y asi como la cisteina 139
implicada en la formacién del enlace disulfuro (Figura 22A,C). Algunos estudios estructurales
confirman que el catién que se unirfa al sitio de unién al metal es un ion Ca**, que podria
jugar un papel critico en la funcién TNSALP (26). Las mutaciones que afectan a estos
determinantes estructurales podrian explicar la drastica pérdida de actividad de esta proteina.
Sin embargo, el fenotipo clinico asociado a la mutaciéon ¢.558G>A; p.Trpl186* no es
especifico, ya que uno de estos pacientes (paciente 9) presenté fracturas en varias
localizaciones y mientras que el segundo paciente (paciente 13) presenté anomalias dentales.
Esta dificultad para vincular genotipo con fenotipo puede explicarse por la influencia de
otros factores genéticos, epigenéticos o no genéticos en este trastorno (2006). La
sintomatologia asociada a esta mutacion genética es compatible con HPP del adulto.

Los pacientes 14 y 15 (Tabla 6) también mostraron una nueva mutacién en el gen APl no
descrita anteriormente. Esta mutacion implica un reemplazo aminoacidico en la posicion 443
de la proteina (c.1327G>A; p.Ala443Thr). Los resultados de la mutagénesis realizada para
validar el fenotipo asociado a esta variante, mostraron una fuerte reduccion de la actividad
ALP (Figura 20). El aminoacido reemplazado se encuentra en la posicion 443, junto al
dominio corona de la enzima (26) (Figura 22B, D). Esta region es la responsable de la unién
de la enzima con el colageno, que ha sido identificado como una molécula importante para
la funcién tanto en la definicién de la conformacién como en la estabilidad de la proteina
TNSALP (207). Ademas, el dominio corona parece estar también involucrado en la
interaccion mondémero-monoémero (26). Atendiendo a la hidrofobicidad general de la
proteina, esta mutacion implica la apariciéon de varios grupos hidréfobos en la superficie del

dimero (Figura 22B, D) que podrian afectar tanto a la dimerizacién de la enzima y como a la
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interaccion con el colageno de la matriz extracelular. Ambos procesos son esenciales para la
funcién de TNSALP y podrian explicar la drastica disminucién de la actividad ALP
encontrada en los ensayos 7z witro. Sorprendentemente, aunque a esta mutaciéon afecto
significativamente a la hidrofobicidad general de la proteina, las estructuras secundaria,
terciaria y cuaternaria no sufrieron modificaciones relevantes (Figura 22B, D).

A pesar de que esta mutacion no habia sido descrita previamente, otros grupos han reportado
dos mutaciones diferentes en la misma posicion (p.Ala-443Val (96) y p.Ala443Glu (208)),
mostrando los pacientes afectados una sintomatologia relacionadas con HPP del adulto. Las
mutaciones localizadas en el dominio corona se han relacionado con HPP severa o moderada
segun la ubicacién y el genotipo homocigoto o heterocigoto, reforzando el importante papel
de este dominio en la actividad ALP (20).

En nuestro estudio, las caracteristicas clinicas que presentaron los pacientes afectados con
esta mutacion parecen estar asociadas a una baja densidad mineral 6sea con diagnéstico de
osteoporosis. Ambas mutaciones no descritas se presentan en nuestros pacientes con una
herencia dominante en heterocigosis con una sintomatologia leve, que podria explicarse
mediante el DNE.

Las dos nuevas mutaciones genéticas encontradas en nuestro estudio han sido anotadas en
la base de datos de mutaciones génicas de fosfatasa alcalina no especifica de tejido con fecha
27 de octubre de 2018 (209).

Con respecto al resto de pacientes afectados con mutaciones previamente descritas, podemos
comentar que los pacientes 1, 3 y 5 (Tabla 6) presentaron mutaciones en el gen ALPL
relacionadas con HPP del adulto, ya que los tres refirieron antecedentes de fracturas en varias
localizaciones (Tabla 6). En estudios previos, la mutacién encontrada en el paciente 3, que
conduce a un reemplazo de aminoacidico en la posicion 456, se asocié6 con HPP del adulto
e infantil con sintomas leves en dos pacientes de la misma familia (161). Al igual que en el
paciente 3 de nuestro estudio, el paciente adulto del estudio al que se hace referencia también
habia sufrido fracturas. Sin embargo, a diferencia del paciente de nuestro estudio, las dos
pacientes habian sufrido pérdida prematura de alguno de sus dientes, por lo que es dificil
correlacionar el genotipo con el fenotipo en este caso.

Asimismo, la mutacién encontrada en el paciente 1 (Tabla 6) fue asociada con odonto-HPP
por Taillander et al. (210), sin embargo nuestro paciente 1 (Tabla 6) presentaron fracturas
del metatarso sin anormalidades dentales, siendo de nuevo dificil establecer una asociacion
geno-fenotipica. En el paciente 5 (Tabla 6) se encontré una mutacién en una region
intergénica que afecta el procesamiento del mRNA. Esta mutacién se asocié con una forma

de HPP asintomatica y con una forma de HPP muy leve en otros estudios (204). En
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coherencia con esta observacion, encontramos que el paciente afectado presentd tnicamente
dos fracturas (en metatarso y tobillo), sin otros sintomas adicionales relacionados con HPP.
Basandonos en estos resultados, todas las mutaciones genéticas encontradas en los sujetos
de nuestro estudio parecen estar relacionadas con HPP adulta con sintomatologia leve.

Las herramientas bioinformaticas de predicciéon patogénica sugieren que todas las
mutaciones encontradas en nuestro estudio, incluidas las dos nuevas variantes genéticas
identificadas, son patogénicas segun los criterios de clasificacion del American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG). Segun la clasificaciéon de la base de datos Varsome
(https:/ /varsome.com), la primera mutacién no descrita (¢.558G> A; p. Trp186 *) encontrada
en los pacientes 9 y 13 (Tabla 6), es clasificada como patogénica (clase 5), mientras que la
segunda mutacién no descrita (¢ .1327G> A; p. Ala443Thr) que se encuentra en los pacientes
14 y 15 (Tabla 6), se clasifica como probablemente patogénica (clase 4).

En cuanto a la poblacién pediatrica, a pesar de encontrar a 8 nifios con niveles de ALP
persistentemente disminuidos, no encontramos ningun paciente con mutacion en el gen
ALPL. Ademas, ninguno de los 8 nifios evaluados presenté condrocalcinosis o anomalias
dentales. Solo uno de ellos presentd antecedentes de fracturas recurrentes en varias
localizaciones (paciente 6, Tabla 7), aunque tampoco presentd niveles de PLP superiores a
los valores de referencia. Sin embargo, dos nifias (pacientes 4 y 5, Tabla 7) manifestaban
niveles de ALP y PLP compatibles con signos bioquimicos de HPP. A pesar de que no se
encontraron antecedentes de fracturas prevalentes ni anomalias dentales en ninguna de estas
dos pacientes, se deben considerar los niveles anormales de ALP o PLP para estudios
adicionales con el fin de evaluar la presencia de HPP probablemente asintomatica o
moderada en ausencia de mutaciones genéticas, como se argumento anteriormente, o causada
por mutaciones en regiones del gen no analizadas en nuestro estudio, como regiones
promotoras o regiones intrénicas del gen ALPL.

De manera similar a otros estudios (155,150), encontramos una mayor proporciéon de
mujeres (n=06,86% aproximadamente) que de hombres (n=1,14% aproximadamente)
diagnosticadas con HPP (con prueba genética positiva) en nuestra cohorte final de adultos.
Sin embargo, no podemos afirmar que la HPP sea mas prevalente en mujeres que en hombres
en nuestra poblacién de estudio, ya que en nuestra cohorte inicial de adultos con niveles
séricos bajos persistentes de ALP, no se encontraron diferencias de sexo significativas (54%
mujeres, 46% hombres). De esta cohorte inicial, la mayorfa de los sujetos con niveles bajos
de ALP que rehusaron participar en nuestro estudio o que no estaban disponibles, fueron
hombres, lo que llevé a una cohorte final con una mayor proporciéon de mujeres que de

hombres (81% de mujeres frente a 19% de hombres aproximadamente, n=16), lo que supone
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un sesgo a la hora de interpretar la prevalencia de HPP en funcién del sexo. La mayor
prevalencia de mujeres entre los sujetos afectados por HPP encontrada en el presente estudio
y en otros estudios podria explicarse porque los trastornos relacionados con el metabolismo
6seo se dan con mayor frecuencia en la poblacién femenina (como la osteoporosis
posmenopausica), que pueden estar diagnosticadas de forma incorrecta, detectando
finalmente una afecciéon por HPP siguiendo el protocolo diagnéstico sugerido en este trabajo.
Por otra parte, las mujeres tienen una mayor conciencia sobre la salud 6sea que los hombres,
lo que conduce a una mayor participacion de mujeres que de hombres en este tipo de
estudios.

Siguiendo el protocolo descrito en el estudio retrospectivo, encontramos 7 pacientes adultos
afectados por HPP (con estudio genético positiva), sin diagndstico previo de dicho trastorno,
de los 16 sujetos estudiados. Estos datos indican que casi la mitad de la poblacién estudiada
(~44%) no estaba correctamente diagnosticada en la practica clinica habitual. Si
extrapolamos estos datos a la poblaciéon actual de Espana, esto podria significar la existencia
de 4.000 casos potenciales de HPP actualmente no diagnosticados. Teniendo en cuenta la
proporciéon de pacientes potenciales de HPP que no participaron en este estudio por
diferentes causas (71%), y segiin nuestros resultados, la estimacion actual de casos potenciales
de HPP no diagnosticados en Espafia podria llegar hasta los 15.000 casos. Por lo tanto, la
prevalencia estimada de HPP leve en nuestro estudio podria duplicar las estimaciones
previamente reportada en el estudio de Mornet, ez a/ (1/3.100 vs 1/6.370) (16). Sin embargo,
aunque en el estudio anterior Mornet, ¢/ a/. estimaron que la prevalencia de HPP leve en la
poblacién europea fue de 1/6.370 (16), tras realizar una revision genética de 424 pacientes
con HPP y gracias a pruebas funcionales adicionales, estimaron una mayor prevalencia de
formas leves de HPP (1/2.430) (148), similar a la prevalencia estimada en nuestro estudio

(1/3.100).

6.2. Estudio Prospectivo

A diferencia del estudio retrospectivo, en el estudio prospectivo observamos que la mayoria
de los 24 sujetos seleccionados presentaron signos o sintomas compatibles con HPP.

Todos los sujetos diagnosticados genéticamente con HPP a excepcion de tres de ellos
(paciente 3, 7 y 14, Tabla 8), presentaron patologias 6seas (la mayoria sintomas articulares u
osteocondritis). Uno de los pacientes (paciente 9, Tabla 8), ademas de presentar
sintomatologia esquelética (Cifosis de Scheuermann, encondroma fémur, artralgias
inespecificas, bursitis del 1% metatarso y osteoporosis), también presento litiasis renal de

repeticioén, posiblemente asociada al deposito de cristales calcicos a nivel renal.
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6.2.1. Variantes descritas previamente

De los pacientes adultos, el paciente 4 (Tabla 8) present6 la variante ¢.382G>A que codifica
para el cambio de aminoacido p.(Vall28Met) en el exén 5 en heterocigosis. Esta variante se
encuentra localizada en las inmediaciones del sitio activo de la enzima, por lo que el cambio
aminoacidico podtia provocar cambios estructurales y/o en la funcién de la TNSALP. Esta
variante se puede considerar patogénica, ya que se ha descrito en varios pacientes con HPP
de distintos tipos de gravedad (desde las formas perinatal hasta la forma adulta) (211,212)
probablemente debido a distintos grados de penetrancia. El trabajo de del Angel et al. 2020
mostré que esta variante presentaba un 60% de la actividad enzimatica respecto a la proteina
WT pero sin presentar DNE (212). Aunque el paciente de nuestro estudio portador de esta
variante no presentaba clinica compatible con HPP (estenosis de valvula pulmonar), los
hallazgos bioquimicos y genéticos observados, permiten sugerir que dicho paciente padece
HPP leve o asintomatica.

El paciente 10 (Tabla 8) present6 la variante ¢.1327G>A que codifica para el cambio de
aminodcido p.(Ala443Thr) en el exén 12 en heterocigosis. Esta variante se puede considerar
probablemente patogénica, ya que ha sido descrita en dos pacientes con HPP del adulto en
nuestro estudio retrospectivo (213) as{ como en el trabajo de del Angel et al. 2020, donde se
mostré que esta variante presentaba una fuerte reduccion de la actividad ALP (93%) respecto
a la proteina WT, lo que apoyarfa la clasificacion de esta variante genética como patogénica.
Esta variante se localiza en el dominio corona, el cual estabiliza la estructura homodimérica
de la proteina, por lo que un cambio a este nivel estructural puede dar lugar a una alteracion
del homodimero afectando a la funcién de TNSALP (96). A nivel clinico, el paciente
portador de esta variante, present6 una sintomatologfa caracteristica de HPP del adulto con
una importante afectaciéon esquelética (gonalgia izquierda, lumbalgia, escoliosis,
espondiloartritis psoriasica, dolor de hombro y pie izquierdo), en consonancia con la
sintomatologia que presentaron los dos pacientes de nuestro estudio retrospectivo (pacientes
14 y 15, Tabla 6), con elevada afectacién 6sea ademas de anomalfas dentales. Por lo tanto,
estos datos permiten establecer una asociaciéon geno-fenotipica para esta variante.

El paciente 11 (Tabla 8), present6 la variante c.1366G>A que codifica para el cambio de
aminoacido p.(Gly456Arg) en el exén 12 y en heterocigosis. Esta variante se puede
considerar probablemente patogénica ya que se ha identificado en pacientes con HPP de
distintos tipos de gravedad (infantil, odontohipofosfatasia y HPP del adulto)
(32,161,212,213). La variante se localiza en la interfaz del homodimero, por lo que puede
alterar la estructura del dimero y como consecuencia la funcién proteica (161). En nuestro

estudio retrospectivo identificamos esta misma variante en un paciente que presentaba
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caracteristicas clinicas compatibles con HPP del adulto (fractura de mufieca y osteoartritis).
Sin embargo, este paciente present6 una sintomatologia no relacionada con HPP (cardiopatia
y diabetes mellitus tipo 2) presentando, por tanto, un diagnoéstico bioquimico y genético
compatible con HPP sin clinica asociada, siendo por tanto dificil de relacionar el genotipo
con el fenotipo en este caso.

Por otra parte, los pacientes 13 y 14 (Tabla 8), presentaron la misma mutaciéon c.473-2A>G
en el intrén 5 y en heterocigosis con valores disminuidos de ALP y aumentados de PLP
similares entre los dos pacientes, siendo estos valores cercanos al rango de normalidad. Como
ya describimos en el paciente estudio restospectivo, la variante se encuentra localizada en la
region aceptora canodnica de splicing, lo que provoca una alteracion en el procesamiento del
mRNA. Los pacientes afectados presentaron caracteristicas clinicas compatibles con HPP a
nivel esquelético (dolor articular y metatarsalgia distal en el paciente 13 y poliartritis,
osteocondritis, raquialgia, gonartrosis de fase 1 e historia de fractura del troquiter del hombro
izquierdo en el paciente 14). En el estudio retrospectivo también encontramos un paciente
con la misma variante (paciente 5, Tabla 6) que también presentaba sintomas esqueléticos
como son las fracturas en metatarso y tobillo. Esta variante se puede considerar como
patogénica de acuerdo con las recomendaciones del ACMG, ya que ha sido descrita
previamente en la literatura médica como causante de HPP del adulto (204).

Sin embargo, el hecho de presentar la misma mutacién en diferentes sujetos, no implica la
aparicion de una sintomatologia similar, como ocurre en los pacientes 6 y 17 (Tabla 8). En
estos casos, la misma mutacion (c.571G>A; p.(Glu191Lys)) en el exén 6 en heterocigosis,
dio lugar a valores de ALP y PLP muy diferentes entre ambos pacientes. Mientras que el
paciente 6 presento valores de ALP y PLP cercanos al rango de normalidad, el paciente 17
presentd valores de ALP y PLP, alejados del rango de normalidad. A pesar de la diferencia
entre los valores bioquimicos de ALP y PLP, ambos pacientes presentaron caracteristicas
clinicas similares a nivel esquelético compatibles con HPP del adulto. Asi, el paciente 6
present6 cifosis de Scheuermann, litiasis renal, encondroma fémur, artralgias inespecificas,
bursitis del 1 metatarso y osteoporosis, mientras que el paciente 17, presentd
espondiloartrosis dorso-lumbar con osteofitosis, aplastamiento de la vértebra L1 y
osteoporosis en tratamiento con bifosfonatos (acido zolendrénico). Hay que hacer especial
hincapié en la contraindicacion del uso de bisfosfonatos en pacientes afectados por HPP, ya
que al ser analogos de PPi puede empeorar los sintomas articulares debido al depédsito de
CPPD (177,190,191) asi como agravar los sintomas derivados de la hipomineralizacion
producida en la HPP (192). Esta variante se puede considerar como patogénica de acuerdo

con las recomendaciones del ACMG ya que se ha descrito en pacientes con HPP de distintos
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tipos de gravedad desde sintomas esqueléticos como en el caso de los pacientes 6 y 17, hasta
pérdida prematura de dientes o insuficiencia respiratoria grave
(https:/ /alplmutationdatabase.jku.at/table/). Se ha observado una elevada prevalencia de
esta variante que ha sido descrita en todas las formas de HPP (desde HPP infantil hasta HPP
prenatal benigna). La variante p.(Glu191Lys) se localiza cerca del sitio de unién al calcio, sin
quedar claro su repercusion sobre la estructura de TNSALP. Diversos estudios han mostrado
una reduccion de la actividad enzimatica de ALP asociada a esta variante entre un 12 y un
78% respecto a la proteina WT, lo que se asocia directamente con la gravedad de la forma
clinica de HPP que se presente (96,109,212). Por otra parte, esta variante se ha descrito en
algunos pacientes con HPP en heterocigosis compuesta, como por ejemplo p.(Glu191Lys)
ademas de p.(Gly334Asp). Los estudios funcionales 7z witro identificaron esta variante
(p-(Glul91Lys)) como una variante leve sin DNE, mientras que la variante p.(Gly334Asp)
localizada en el otro alelo se identificé como una variante grave y con DNE. Por ello, la
heterocigosis compuesta, podria explicar la alta variabilidad fenotipica de la variante
p.(Glul91Lys) (214).

Otra de las variantes identificadas (paciente 16, Tabla 8) y previamente descritas (c.558G>A)
codifica para el cambio de aminoacido p.(Trp186*) en el exén 6 y en heterocigosis. Esta
variante se puede considerar patogénica ya que fue descrita en dos pacientes con HPP del
adulto en nuestro estudio retrospectivo (pacientes 9 y 13, Tabla 6). La variante codifica para
un codon de stop prematuro que da lugar a la pérdida de mas de la mitad (2/3) de la secuencia
de la proteina, y en consecuencia, tiene una importante afectaciéon a nivel funcional (213).
Como ya discutimos en el estudio retrospectivo, el fenotipo de esta variante no es especifico,
pudiendo presentar tanto una sintomatologia grave con fracturas de distinta localizacion
como una sintomatologfa leve compatible con odonto-HPP. En el estudio prospectivo, el
paciente portador de esta mutacién presentd una sintomatologia esquelética compatible con
HPP (lumbartrosis, sindrome facetario, gonartrosis grado I, poliartralgia, tendinopatia del
supraespinosos), en concordancia con los resultados genéticos y bioquimicos que sugieren
un diagnostico tipico de HPP del adulto. Al igual que se ha observado en otras variantes
genéticas asociadas a HPP, es dificil correlacionar el genotipo con el fenotipo en esta variante.
Por lo que la elevada variabilidad fenotipica en este caso, podria explicarse por la influencia
de distintos grados de penetrancia por causas multifactoriales.

En el caso de la variante ¢.407G>A descrita en el paciente 18 (Tabla 8), se produce un cambio
de aminoacido p.(Argl36His) en el exén 5 y en heterocigosis. Esta variante se puede
considerar patogénica, siendo descrita previamente como causante de HPP infantil grave

(95). La variante presenta una reduccion de la actividad enzimatica de ALP del 93% respecto
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a la proteina WT en uno de los alelos(212). El paciente afectado con dicha variante presentd
unas caracteristicas clinicas tipicas de HPP con wvarias complicaciones esqueléticas
(poliartralgias, escoliosis dorsal, pierna izquierda hinchada y osteocondritis esternocostal).
Ademas, present6 una fractura previa de escafoides del carpo izquierdo y pérdida de varias
piezas dentales con raiz completa.

La variante ¢.334G>C que codifica para el cambio de aminoacido p.(Glyl12Arg) en el exén
5 y en heterocigosis presentada en el paciente 19 (Tabla 8) se puede considerar
probablemente patogénica ya que se ha identificado previamente en pacientes con odonto-
HPP (95). La mutacién identificada en este paciente se localiza en el centro activo de la
proteina, por lo que un cambio en este aminoacido corrobora la alteracién de la estructura
y/o funcién de la TNSALP. El paciente afectado presenté una patologia esquelética acusada
incluyendo sintomas articulares (gonalgia y gonartrosis) y osteocondritis (Sindrome de
Scheuermann). Aunque los sintomas graves aparecieron en edad adulta, el paciente presentd
algunos sintomas reumatolégicos de inicio a los 3 afios de edad (artritis idiopatica juvenil),
por lo que el fenotipo de este paciente podria asociarse con HPP infantil a pesar de haber
sido diagnosticado en la edad adulta. Esto corrobora el problema de infradiagnéstico que
ocurre en muchos casos en pacientes afectados por HPP.

En el paciente 20 (Tabla 8), se identificé la variante ¢.1328C>T que codifica para el cambio
de aminodcido p.(Ala443Val) en el ex6n 12 y en heterocigosis. Esta variante se puede
considerar patogénica habiéndose descrito en pacientes con HPP de adulto e infantil. La
variante presenta una notable reduccion de la actividad enzimatica de ALP con respecto a la
proteina WT (actividad de 1.4% en el caso de HPP del adulto y de 7.7% en el caso de HPP
infantil) sin DNE (96,212). La mutacién se localiza en la zona del dominio corona por lo que
tanto la estructura como la funcién de la enzima estarfan afectadas (96). El paciente portador
de esta variante presentaba criterios clinicos (Listesis lumbar, déficit de vitamina D, pies
cavos, dorsalgia, raquialgia, discartrosis L5), bioquimicos y genéticos compatibles con HPP

del adulto.

6.2.2. Nuevas variantes genéticas no descritas previamente

Dos de los tres pacientes pertenecientes a la poblacién pediatrica con mutaciones
identificadas en el gen ALPL. presentaron variantes que no habfan sido previamente
descritas. Uno de ellos (paciente 2, Tabla 9), present6 la variante ¢.17T>C, que codifica para
el cambio de aminoacido p.(Leu6Ser) en el exén 2 en heterocigosis. Esta variante se puede
considerar como probablemente patogénica, debido a que se encuentra localizada en la

region del centro activo de la proteina y por consiguiente podtia alterar la estructura y/o
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funcién de la misma. Ademas, se ha descrito una variante en el mismo aminoicido en un
paciente de HPP infantil (215). Sin embargo, esta mutaciéon produce una proteina TNSALP
truncada afectando estructura y la funcioén de la enzima, siendo esta mutaciéon por tanto no
comparable a la mutacién de nuestro paciente en la que solo se produce un cambio
aminoacidico. La prediccion 7 silico mediante algoritmos bioinformaticos indica que esta
variante se incluye en el 1% de las variantes poco frecuentes del genoma y que posiblemente
podria alterar la estructura y/o funcién de la proteina. Por la sintomatologia clinica observada
en el paciente afectado (paciente 2, Tabla 9) (pies valgos), asociada a los resultados del
presente analisis genético, podemos sugerir que el fenotipo asociado a esta variante
corresponde a la forma de HPP infantil leve.

Otro de los pacientes (paciente 3, Tabla 9), presenté la variante ¢.498_500delCAC;
p.(Thr167del), en el exén 6 en heterocigosis. A pesar de que la sintomatologia clinica que
presenta el paciente (enfermedad de crohn ileal) no es patognomoénica de HPP, la variante
se puede considerar probablemente patogénica ya que da lugar a la delecion zn-frame del
residuo 167, situado en las inmediaciones del sitio activo de la enzima, entre el sitio de unién
de Ca*" y Zn®". Por la cercania a estos residuos, esta delecion podria afectar a la funcion
normal de TNSALP. Ademas, en esta misma posicion se ha descrito una variante patogénica
donde se produce un cambio aminoacidico (p. Thr167Met) asociado a HPP severa tanto en
poblacién pediatrica (95) como en adulta (216). Todo esto apoyaria la clasificacion de esta

variante como probablemente patogénica.

6.2.3. Variantes de significado incierto

En nuestro estudio prospectivo, localizamos tres nuevas variantes en tres pacientes adultos
que tras utilizar herramientas bioinformaticas de prediccién i silico fueron clasificadas como
variantes de significado incierto, ya que aun no habia suficiente evidencia para categorizatlas
como patogénicas o probablemente patogénicas.

Uno de ellos (paciente 1, Tabla 8) present6 la variante ¢.875C>T que codifica para el cambio
de aminoacido p.(Pro292Leu) en el exén 9 y en heterocigosis. Esta variante presenta una
actividad de ALP muy disminuida y niveles PLP muy elevados con respecto a los valores de
referencia, ademas de sintomatologfa leve compatible con HPP (gonalgia y meniscopatia). El
paciente 15 (Tabla 8) también presentd una variante de significado incierto ¢.69_74del en el
exon 3y en heterocigosis, que implica la delecion de los residuos 23 y 24 (p.Glu23_Lys24del).
Este paciente present6 niveles disminuidos de ALP y aumentados de PLP pero mas cercanos
a los rangos de normalidad que la variante anterior. Por otra parte, el paciente 21 (Tabla 8)

presentd una variante de significado incierto ¢.1135C>A. que codifica para el cambio de
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aminoacido p.(His379Asn) en el ex6n 10 en heterocigosis, que da lugar a una reduccion mas
drastica de la actividad enzimatica asociada a niveles circulantes de PLP notablemente
elevados.

Para analizar en mayor profundidad la identidad de estas variantes de significado incierto, se
realiz6 una amplia caracterizaciéon funcional mediante la determinacién de la actividad ALP
en células HEK293T transfectadas con ALPL WT o con los correspondientes mutantes del
gen ALPIL.. Ademas, para intentar predecir el efecto de las variantes genéticas se realizé un
modelaje tridimensional de la estructura TNSALP basado en la homologia estructural con la
isoenzima PALP.

La caracterizacion funcional 7z vitro de la variante p.Pro292Leu muestra unos niveles de
actividad enzimatica de ALP algo mas elevados que la variante p.His379Asn (Figura 23).
En cuanto al estudio del efecto de las diferentes variantes de significado incierto sobre la
estructura proteica de TNSALP, la variante p.Pro292Leu parece afectar a dos de las cadenas
B que conforman la lamina @, la cual actia como dominio estructural implicado en la unién
al calcio. Esta variante provoca el alargamiento de estas cadenas y reduce la extension de los
loops existentes entre ambas. La unién del calcio es crucial para el correcto plegamiento y el
ensamblaje de la molécula TNSALP (30) por lo que parece ser fundamental para la actividad
de la misma en la mineralizacion 6sea (26). Sin embargo, la importancia estructural y
funcional de este sitio de unién al calcio de TNSALP no esta aun del todo clara (27). Se han
descrito dos variantes en la misma posiciéon aminoacidica en heterocigosis compuesta en
pacientes afectados con HPP (c.(98C>T); (874C>A) y ¢.(815G>T); (874C>T)). En el primer
caso (c.(98C>T);(874C>A)) se asocié a HPP del lactante observandose una reduccion de la
actividad enzimatica de ALP del 96% respecto a la proteina WT en uno de los alelos. La
variante ¢.874C>A que codifica para el cambio aminoacidico p.(Pro292Thr) afecta al sitio de
unién a calcio de TNSALP. En el otro alelo, la variante ¢.98C>T que codifica para el cambio
aminoacidico p.(Ala33Val) se localizada en la interfaz del homodimero (217). La otra variante
en el mismo aminodcido en heterocigosis compuesta (c.(815G>T); (874C>T)) se identificd
en tres hermanos de la misma familia que presentaron HPP. Dos de ellos eran gemelos con
HPP perinatal letal, que murieron poco después del nacimiento debido a una insuficiencia
respiratoria como consecuencia de varios defectos multifactoriales. Sin embargo, debido a
distintos grados de penetrancia, la otra hermana presentaba una forma posnatal leve de HPP,
caracterizada por una lesién 6sea cerca de su mufieca izquierda que parecia ser una fractura
intrauterina curada (211). Estos resultados muestran que la gravedad de la sintomatologia
parece estar estrechamente relacionada con el aminoéacido codificado en esa posicion. En el

caso de la variante identificada en nuestro paciente (p.Pro292Leu), se origina un fenotipo
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leve de HPP en contraste con los fenotipos graves asociados a otras mutaciones en la misma
region. Esto podria explicarse por la similitud en la estereoquimica y carga de la prolina con
la leucina, dando lugar a una sustitucion aminoacidica de menor gravedad. Por otra parte, la
presencia de heterocigosis compuesta identificada en los pacientes con fenotipos graves que
presentan variantes en el mismo aminoacido que la variante de nuestro paciente con fenotipo
leve (p.Pro292Leu) podria ser la causa de la sintomatologia grave de HPP. A nivel
tridimensional, los cambios observados en la lamina 3 causados por esta variante, se asemejan
a los cambios observados en otras mutaciones (p.Val217Ala o p.Val217Lys), que afectan a
aminodacidos que también forman parte de esta lamina 8 causando inestabilidades en la region
hidréfoba y generando alargamientos de estas cadenas 83, presentandose en la forma perinatal
letal de HPP (218).

En la caracterizacién funcional 7z vitro de la variante p.Glu23_Lys24del se observa también
una disminucion significativa en la actividad de ALP con respecto a la proteina W'T, aunque
no tan acusada como en el caso de las otras 2 variantes de significado incierto analizadas en
el estudio (Figura 23). La caracterizacién estructural mostrd que esta variante da lugar a la
modificacién de la primera cadena o de la proteina, generando ligeros cambios estructurales
(Figura 25) y grandes cambios en la hidrofobicidad (Figura 26) de esa regiéon concreta del
dominio N-terminal. La regién del dominio N-terminal esta compuesta por 22 residuos con
un importante papel en la dimerizacién proteica y es el sitio de anclaje de GPI a la molécula
TNSALP. En el lugar donde se produce la deleciéon se puede observar un acortamiento en
la estructura proteica que repercute en la pérdida de la estructura hidrofébica que protege a
los 22 residuos, observandose la exposicién hacia la superficie de un residuo hidrofilico.
Ademas, esta delecion localizada en el extremo N-terminal podria repercutir sobre el sitio
de anclaje al GPI, pudiendo dar lugar a un anclaje de la proteina TNSALP a la membrana
celular en lugar de secretarse al medio extracelular (219). A pesar de que las caracteristicas
clinicas (dolor de rodilla y lumbar) y bioquimicas del paciente afectado son compatibles con
HPP, la variante p.Glu23_Lys24del no presenta un fenotipo claramente patogénico de HPP
(https://varsome.com).

Tal y como se esperaba, la actividad ALP de la variante p.His379Asn present6 niveles muy
disminuidos (Figura 23), concordando con los valores observados en las determinaciones
serologicas de dicha paciente. La variante p.His379Asn a simple vista podria parecer no
generar un efecto importante a nivel estructural (Figura 25) ni a nivel de polaridad (Figura
20), sin embargo, el cambio aminoacidico que origina esta variante da lugar a la pérdida de
uno de los sitios de unién a Zn** de la proteina. Este cation localizado en el sitio activo de

TNSALP actia como cofactor de la enzima para desarrollar una adecuada actividad
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enzimatica (27). Por lo tanto, la principal causa de la disminucién tan drastica de la actividad

de la enzima parece estar asociada a la reduccion del 50% de capacidad de unién de Zn*".

En un principio y debido a la falta de evidencias cientificas suficiente, las variantes ¢.875C>T;
p.(Pro292Leu) y c.1135C>A; p.(His379Asn) fueron clasificadas de acuerdo con las
recomendaciones del ACMG como variantes de significado incierto. Sin embargo, tras la

reciente busqueda en la web Varsome (https://varsome.com/), estas dos vatiantes ya han

sido reclasificadas como probablemente patogénicas, en concordancia con los resultados

observados en nuestros estudios de caracterizacion funcional y estructural.

6.2.4. Pacientes con bioquimicay clinica compatible con HPP, pero con estudio

genético negativo

De los 4 pacientes en los que no se identificé ninguna mutacién en el gen ALLPL, 3 de ellos
presentaron niveles de ALP disminuidos y PLP elevados junto con sintomatologia clinica
compatible con HPP (Tabla 8). El paciente 5 presentaba acromegalia, lumboartrosis y
tendinitis calcificante de hombro; el paciente 6, artrosis femoropatelar de rodilla derecha;
mientras que el paciente 12 presentaba osteopenia. Ademas, estos dos dltimos pacientes
presentaban hemocromatosis, lo que podria explicar la disminucién de la actividad de ALP
y el aumento de PLP, ya que hay estudios recientes que han demostrado que la actividad
ferroxidasa de la ferritina es un potente inhibidor de la osteogénesis, al inhibir
significativamente la actividad de la TNSALP (129) (Figura 6). Actualmente la
hemocromatosis no se considera como causa de exclusiéon de HPP, pero estas evidencias
muestran que se trata de una causa secundaria de hipofosfatemia por lo que los protocolos
deberian actualizarse y ser considerar en la practica clinica.

Por otra parte, el factor de transcripcibon RUNX2 esta involucrado en el proceso de
regulacién de la mineralizacién 6sea, participando en la regulaciéon de la actividad de
TNSALP. Mutaciones en el gen codificante del factor de transcripcion RUNX2 producen
fenotipos similares a la forma de HPP infantil (131) dando lugar a una enfermedad conocida
como Displasia Cleidocraneal. Esta podria ser otra explicacion a la ausencia de mutaciones
en el gen ALPL en pacientes con bioquimica y clinica compatible con HPP. Aunque la
prevalencia de esta patologia es muy baja, resultaria de gran interés realizar la secuenciacion
del gen codificante de RUNX2 para descartar el diagnéstico de Displasia Cleidocraneal como
causa de niveles disminuidos de ALP y elevados de PLP.

Aun sin identificar ninguna mutacién en el gen AILPL, no podemos descartar la HPP en

estos pacientes, ya que en el estudio genético por secuenciacion Sanger realizado no se
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secuencian algunas regiones del gen ALPI, como las regiones promotoras o regiones
intronicas del gen (140). En este sentido, se deberia de realizar un seguimiento clinico a estos
pacientes. En el caso de una alta sospecha clinica, serfa recomendable realizar una
secuenciacion completa del gen ALPI. mediante Next Generation Sequencing (NGS), que
permitirfa ademds de identificar deleciones, identificar mutaciones en las regiones no
codificantes o mutaciones en la secuencia reguladora del gen (25,220). También seria
interesante secuenciar el gen RUNXZ en busca de mutaciones que puedan concordar con el

fenotipo de estos pacientes.

Al igual que en el estudio retrospectivo, con los resultados del estudio prospectivo también
realizamos un estudio de prevalencia de HPP en nuestro pais. De tal manera que, siguiendo
el protocolo descrito en el estudio prospectivo, de los 24 sujetos estudiados encontramos 15
pacientes afectados por HPP (con determinacién genética positiva), sin diagndstico previo
de dicho trastorno. Estos datos indican que mas de la mitad de la poblacién estudiada (62%)
no estaba correctamente diagnosticada en la practica clinica habitual. Si extrapolamos estos
datos a la poblaciéon actual de Espafa, esto podria significar la existencia de 10.779
potenciales casos de HPP actualmente no diagnosticados. Teniendo en cuenta la proporcion
de pacientes potenciales de HPP que no participaron en este estudio por diferentes causas
(60%), y segun nuestros resultados, la estimacion actual de potenciales casos de HPP no
diagnosticados en Espafa podria llegar hasta los 27.177 casos. Por lo tanto, la prevalencia
estimada de HPP leve en nuestro estudio prospectivo podria casi duplicar las estimaciones

realizadas en el estudio retrospectivo (1/1.692 vs 1/3.100).

6.3. Discusién general

En nuestros estudios se demuestra que la HPP es una enfermedad infradiagnosticada, siendo
necesaria la utilizacion de algoritmos diagnosticos bien estructurados en hospitales de tercer
nivel para detectar HPP en la practica clinica.

En contraste con la importancia que a menudo se otorga a los hallazgos de niveles elevados
de ALP en suero, los niveles de ALP inferiores a los valores de referencia no suelen despertar
el mismo interés en la practica clinica. Esto suele ser debido en gran parte al desconocimiento
de la HPP, siendo este uno de los principales factores limitantes para su diagnéstico. Otro
factor limitante del diagndstico es la existencia de algunas situaciones clinicas que suelen estar
asociadas con aumento de los niveles de ALP circulante (como embarazo, varias
enfermedades hepatobiliares, cirugia ortopédica y/o fracturas recientes) (156,221,222), que

podrian enmascarar el diagnéstico de HPP.
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El hallazgo de niveles séricos de ALP disminuidos no es sinénimo de HPP, existiendo otras
situaciones clinicas que producen disminucién de la actividad de dicha enzima. Un reciente
estudio mostré que solo la mitad de los pacientes de entre 20 y 77 afios que presentaban
niveles séricos de ALP disminuidos de forma persistente, presentaban una mutacion en el
gen ALPL. (204). Nuestros resultados tanto en el restudio retrospectivo como en el
prospectivo mostraron datos similares, observando que de los pacientes con valores de ALP
persistentemente disminuidos y sospecha de HPP aproximadamente un 44% (en el estudio
retrospectivo) y un 62% (en el estudio prospectivo) presentaban alguna variante en el gen
ALPL.

Ademas, observamos que el 100% de los pacientes adultos de nuestro estudio que
presentaban alguna mutacién en el gen AILPL, presentaban niveles inferiores o iguales a 30
UI/L de forma persistente, dato a tener en cuenta en la practica clinica, ya que aumentatia la
sospecha de HPP. En este contexto, los niveles séricos de ALP inferiores o iguales a 30 UI/L
de forma persistente en adultos y los hallazgos clinicos y radiograficos deben de ser
considerados junto con la acumulaciéon de sustratos naturales para TNSALP, con el fin de
establecer un diagnostico correcto de HPP.

Debido a la variabilidad clinica de la HPP y al solapamiento de los sintomas clinicos con
otras patologias esqueléticas y dentales mas prevalentes y conocidas (como osteoporosis,
raquitismo, osteogénesis imperfecta o enfermedad periodontal), se hace necesario realizar un
correcto diagnostico diferencial con el resto de patologias con manifestaciones clinicas
comunes con HPP, con el objeto de evitar diagnésticos y tratamientos erréneos como el
tratamiento con bifosfonatos, analogos del PPi que pueden aumentar el depdsito de CPPD
(177,190,191) asi como el empeoramiento de los sintomas derivados de la hipomineralizacién
de HPP al actuar directamente inhibiendo la formacién de HA o unitse a cationes de Zn*" o
Mg*" disminuyendo la actividad de TNSALP (192). Para ello es importante la difusiéon de
dicha enfermedad a todos los niveles, tanto en atencién primaria como en el ambito
hospitalario.

Sigue siendo un desafio establecer el diagnéstico de HPP en portadores heterocigotos que
pueden presentar sintomas atipicos o leves. El laboratorio clinico también juega un papel
importante en esta labor, ya que uno de los criterios diagnoésticos de HPP de mayor
accesibilidad es la determinacion de la actividad persistentemente disminuida de la ALP que
junto con la determinacién de niveles de PLP elevados en plasma pueden hacer sospechar
del diagnostico de HPP que puede corroborarse con y los hallazgos clinicos y radiolégicos.
Las pruebas genéticas para la identificacién de mutaciones en el gen AILPL. pueden agregar

informacién adicional para establecer el diagndstico definitivo de HPP.
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Es fundamental que el laboratorio establezca unos valores de referencia adecuados y
estandarizados por edad y sexo. Todo esto junto con comentarios adecuados en los informes
de laboratorio en caso de valores de ALP disminuidos de forma persistente, permiten alertar
al clinico ante la sospecha bioquimica de HPP.

Actualmente, se han descrito mas de 400 mutaciones diferentes en el gen ALPL. que se han

anotado en la base de datos de mutaciones de ALPL (https://alplmutationdatabase.jku.at)
La correcta identificacién de nuevas variantes y el estudio de su fenotipo permitira mejorar
el conocimiento de este trastorno metabolico para hacerlo accesible a la comunidad
cientifica, permitiendo un mejor manejo de la enfermedad.

Por lo tanto, es imprescindible establecer una correcta valoracion clinica para realizar un
diagnostico adecuado de este trastorno, debido a la potencial gravedad de la enfermedad, su
intensa afectacion de la calidad de vida en muchos pacientes, o la posible iatrogenia derivada
de un diagnéstico equivoco. Ademas, la disponibilidad de un tratamiento de reemplazo
enzimatico especifico de la HPP (INSALP humana recombinante, asfotasa alfa)
especialmente en formas graves en el periodo infato-juvenil supone un cambio en
la estrategia terapéutica que implica la realizacién de un diagndstico correcto que permita

proporcionar un tratamiento y manejo precoz y adecuado para estos pacientes.

Actualmente, se han descrito mas de 400 mutaciones diferentes en el gen ALPL y se han

anotado en la base de datos de mutaciones de ALPL (https://alplmutationdatabase.jku.at)

La correcta identificacion de nuevas variantes y el estudio de su fenotipo permitira mejorar
el conocimiento de este trastorno metabolico para hacerlo accesible a la comunidad
cientifica, permitiendo un mejor manejo de la enfermedad.

Por lo tanto, es importante establecer una correcta valoracion clinica para realizar un
diagnostico adecuado de este trastorno, debido a la potencial gravedad de la enfermedad, su
intensa afectacion de la calidad de vida en muchos pacientes, o la posible iatrogenia derivada
de un diagnéstico equivoco. Ademas, la disponibilidad de un tratamiento de reemplazo
enzimatico especifico de la HPP (INSALP humana recombinante, asfotasa alfa)
especialmente en formas graves en el periodo infato-juvenil supone un cambio en
la estrategia terapéutica que hace necesario realizar un diagnostico correcto que permita

proporcionar un tratamiento y manejo precoz y adecuado para estos pacientes.
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7. CONCLUSIONES
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1. La HPP del adulto es una enfermedad infraestimada en nuestro medio de acuerdo a
nuestros estudios, con una prevalencia estimada de HPP moderada por nuestro grupo
de investigacién en nuestro pais de 1/3.100, similar a la prevalencia estimada por
Mortnet, et al. (2021) en Europa (1/2.430).

2. La estimacion de la prevalencia segun los resultados de nuestro estudio prospectivo casi
duplicaria la reportada en nuestro estudio retrospectivo 1/1692 vs 1/3100.

3. Estimamos que en Espafa existen entre 15000 y 27000 casos no diagnosticados de la
enfermedad

4. Laimplementacion de algoritmos diagnésticos bien estructurados en los que se incluyan
las determinaciones bioquimicas de ALP y PLP junto con el estudio de las
manifestaciones clinicas, radiolégicas y estudios genéticos del gen ALPI, permiten el
diagnostico precoz de HPP.

5. Los estudios de caracterizacion funcional y estructural realizados durante esta tesis en el
estudio retrospectivo sobre las dos nuevas mutaciones del gen AILPL. no descritas
previamente, ¢.558G> A; p.Trp186* y ¢.1327G> A; p.Ala443Thr muestran una drastica
disminucién de la actividad de TNSALP en ambas variantes genéticas, asi como
modificaciones importantes en la estructura de la proteina. Estos resultados, en
concordancia con las caracteristicas bioquimicas y clinicas de estos pacientes, permiten
asociar estas variantes con un fenotipo patogénico de HPP.

6. Las variantes p.Pro292Leu y p.Glu23_Lys24del, presentan una notable reduccién de
actividad aunque se asocian con una sintomatologia mas leve de HPP. Mientras que la
variante p.His379Asn revela la pérdida de 2 de los cuatro sitios de unién a Zn*"en la
proteina dimérica, lo que podria explicar la drastica reduccion de actividad mostrada por
esta variante y el fenotipo de HPP grave del paciente.

7. Tras una reevaluaciéon de las variantes de significado incierto p.Pro292Leu vy
p-His379Asn, ambas variantes han sido clasificadas como probablemente patogénicas.

8. La dificultad para vincular genotipo con fenotipo puede explicarse por la influencia de
otros factores genéticos, epigenéticos o no genéticos de HPP.

9. Se requieren estudios génicos mas complejos para evaluar a los pacientes con

caracteristicas clinicas y bioquimicas compatibles y sin mutacion del gen ALPL.
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La hipofosfatasia (HPP) es una enfermedad genética clasificada como ultra-rara causada por
una o varias mutaciones con pérdida de funcién en el gen ALPL codificante de la fosfatasa
alcalina no especifica de tejido (INSALP) (1-3). La HPP presenta una alta variabilidad clinica
asociada principalmente a la acumulacién de los sustratos de la enzima (PPiy PLP) (4),
dando lugar a un deterioro progresivo de numerosos o6rganos vitales. Las principales
manifestaciones clinicas de HPP incluyen defectos en la mineralizacién de huesos y dientes,
dolor, debilidad muscular profunda, insuficiencia respiratoria, convulsiones o trastornos
renales (5).

La prevalencia estimada de HPP en la poblacién europea es de 1/300.000 para las formas
clinicas més graves (6) y de 1/2.430 para las formas clinicas moderadas (7), mientras que en
Espafia la prevalencia es desconocida. Sin embargo, los datos de nuestros estudios muestran
que la HPP podria tener una mayor prevalencia que la descrita previamente, debido al
infradiagnoéstico de la misma por el solapamiento clinico de su sintomatologfa con la de otras
patologias mas prevalentes (osteoporosis, raquitismo, osteogénesis imperfecta o enfermedad
periodontal) (8).

En este contexto, este trabajo de investigaciéon se centra por un lado en la
implementaciéon de un algoritmo diagnostico adecuado para dar solucién al problema de
infradiagnéstico de HPP y por otro en la estimacion de la prevalencia de esta enfermedad en
Espana.

En primer lugar, se realizé un estudio retrospectivo en el que se revisaron las analiticas
disponibles con determinaciones de ALP durante el afio 2016 en la UGCL del Hospital
Universitario Clinico San Cecilio de Granada siguiendo el algoritmo planteado. Se
determinaron los niveles séricos de PLP a aquellos pacientes con niveles persistentemente
disminuidos de ALP tras descartar otras situaciones clinicas de hipofosfatasemia, ademas de
realizar estudios de secuenciacion del gen ALLPL con el objetivo de identificar posibles
mutaciones causantes de HPP. Los datos del estudio retrospectivo mostraron que siete de
los dieciséis adultos participantes presentaron alguna mutacion en el gen AILPL sin disponer
de un diagnéstico previo de HPP. La extrapolacion de los datos derivados de este estudio a
la poblacién espafiola permitié estimar una prevalencia de HPP leve en nuestro pais de
1/3.100de forma similar a las estimaciones previamente reportadas en el estudio de Mornet,
et al (1/2.430)(148).

Tras realizar algunas modificaciones en el algoritmo inicial en cuanto a los valores de
referencia de ALP total se realizé un estudio prospectivo entre 2018 y 2019 con el objetivo
de diagnosticar de forma activa cualquier caso potencial de HPP evitando asi el

infradiagnoéstico de esta enfermedad en la practica clinica.
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Los datos del estudio prospectivo mostraron una incidencia de HPP en el 62.5% de los
pacientes con niveles de ALP por debajo del rango de normalidad. Estos datos sugieren que
la prevalencia de HPP leve en la poblacién espanola podria casi duplicar las estimaciones
previamente realizadas tanto por Mornet como en nuestro estudio retrospectivo, estimando
una prevalencia de 1/1.692.

Por otro lado, se llevaron a cabo estudios de caracterizacion funcional y estructural tanto de
las nuevas variantes del gen AILLPL. no descritas previamente identificadas en el estudio
retrospectivo, como de aquellas variantes de significado incierto identificadas en el estudio
prospectivo, con el objeto de poder realizar una vinculacién geno-fenotipica de cada variante
para ofrecer un diagnéstico individualizado y establecer las medidas preventivas y
terapéuticas mas apropiadas para cada paciente. Para ello se llevo a cabo la transfeccion de
células humanas embrionarias de rinén (HEK293T) con el vector pcDNA 3.1 conteniendo
las distintas secuencias codificantes para cada una de las variantes del gen AIPL. a estudiar,
incluyendo la secuencia WT de ALPL.

Los estudios de caracterizacion funcional y estructural realizados en el estudio retrospectivo
sobre las dos nuevas mutaciones del gen AILPL. no descritas previamente, mostraron una
drastica disminucién de la actividad de TNSALP en ambas variantes genéticas, asi como
modificaciones importantes en la estructura de la proteina que permiten asociar estas
variantes con un fenotipo patogénico de HPP. Los estudios de caracterizacion funcional y
estructural de las tres variantes genéticas clasificadas como variantes de significado incierto
de forma inicial en nuestro estudio prospectivo sugirieron un fenotipo patogénico en todas
ellas, aunque una de ellas mostrd un efecto mas leve tanto a nivel estructural como funcional.
La reevaluacién de estas tres vatiantes a través de la web de Varsome (https://varsome.com),
clasific6 a dos de ellas como probablemente patogénicas en concordancia con los resultados

de nuestro estudio.

En nuestros estudios identificamos pacientes con caracteristicas bioquimicas y clinicas
compatibles con HPP, pero sin mutacién en el gen AILPL.. La ausencia de un diagnéstico
genético negativo no implica el descarte de un diagnéstico de HPP en estos pacientes, siendo

necesarios estudios adicionales que permitan realizar un diagnostico certero.

En resumen, nuestro estudio ha puesto de manifiesto la existencia de una elevada tasa de
casos de HPP infradiagnosticados en la practica clinica habitual, mostrando la importancia
de la implantacién de un algoritmo diagndstico de HPP que permitirfa disminuir el

infradiagnostico de esta patologia. Ademas, la caracterizacion funcional y estructural de
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nuevas variantes identificadas no descritas previamente, asi como aquellas clasificadas como
variantes de significado incierto por falta de datos disponibles, permite en algunos casos
realizar una vinculacién geno-fenotipica de cada variante con el objeto de ofrecer un
diagnostico preciso que permita adoptar medidas preventivas y terapéuticas mas apropiadas

y adaptadas a cada paciente.
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ANEXO 1: Cuestionario de calidad de vida, modelo EQ-5D

Figure 1. EQ-5D-Y (UK English sample version)

Describing your health

Under each heading, please tfick the ONE box that best describes your health
TODAY

Mobility (walking about)
I have no problems walking about

I have some problems walking about

(B W

I have a lot of problems walking about

Locking after myself
I have no problems washing or dressing myself

T have some problems washing or dressing myself

CCo

T have a lot of problems washing or dressing myseif

Deing usual activities (for example, going to school, hobbies,
sports, playing, doing things with family or friends)
T have ho problems doing my usual activities

I have some problems doing my usual activities

000D

I have g lot of problems doing my usual activities

Having pain or discomfort
T have no pain or discomfort

I have some pain or discomfort

000

I have g lot of pain or discomfort

Feeling worried, sad or unhappy
I am not worried, sad or unhappy

I am g bit worried, sad or unhappy

o0

I am very worried, sad or unhappy
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The best health
you can imagine

How good is your health TODAY 100

* We would like to know how good or bad your health is

TODAY.
¢ This line is numbered from O to 100.

= 100 means the best health you can imagine.

0 means the worst health you can imagine.

* Please mark an X on the line that shows how good or bad

your health is TODAY.

The worst health
you can imagine
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ANEXO 2: Formulario de informacién y consentimiento informado escrito

para la participacién en el estudio de investigacion:

\ JuntadeAndalucia

Consejeria de Salud y Familias

FORMULARIO DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO ESCRITO para la
participacion en el estudio de investigacion:

Papel del Laboratorio Clinico en el Diagndstico de Hipofosfatasia: evaluaciéon de un algoritmo
diagndstico y blisqueda prospectiva de posibles casos no diagnosticados

Centro Sanitario: Hospital Universitario Clinico San Cecilio
Unidad de Gestion Clinica de Laboratorios

OBJETIVOS DEL ESTUDIO

El objetivo de este estudio de investigacion es la busqueda de casos no diagnosticados de una rara enfermedad
metabdlica llamada HIPOFOSFATASIA. La hipofosfatasia es una enfermedad genética que se manifiesta
clinicamente con problemas de mineralizacién ésea y/o complicaciones dentarias. Esta enfermedad se
caracteriza bioquimicamente por la presencia de niveles bajos de actividad de una enzima presente en suero
llamada fosfatasa alcalina. Los profesionales de laboratorio estan seleccionando a pacientes que cumplen
criterios de sospecha de esta enfermedad (niveles bajos de fosfatasa alcalina en suero sin motivo clinico que
explique dicha situacién) para ofertarles un estudio diagnéstico que confirme o descarte la presencia de
hipofosfatasia.

EN QUE CONSISTE

Se extraerd una muestra de plasma del paciente para medir la concentracion de una vitamina llamada piridoxal-
5’-fosfato (PLP). La mayoria de los pacientes con hipofosfatasia presentan niveles elevados de esta vitamina en
suero. Se realizard el andlisis de fosfatasa alcalina en suero o plasma en el supuesto caso que el participante
del estudio no tenga ninguna determinacion en su historia clinica o si fuera necesario repetir para comprobar
un resultado bajo.

Ademas, realizaremos la extraccion de una muestra de suero para la determinacién de los niveles de
esclerostina en pacientes con niveles bajos de ALP y altos de PLP. La esclerostina es una proteina secretada por
el hueso que limita la su formacién en exceso. Queremos estudiar si existe una relacién entre esta proteinay
la Hipofosfatasia.

De manera simultanea o secuencial se extraerd una muestra de sangre del paciente para extraer ADN y realizar
un andlisis genético del gen alterado en la Hipofosfatasia llamado ALPL. Los pacientes con hipofosfatasia
pueden presentar una mutacién en este gen si el patrén de herencia es dominante o bien dos mutaciones si el
patréon de herencia es recesivo. El andlisis genético no es indispensable para confirmar el diagndstico, pero
puede ayudar en casos en los que el diagndstico de hipofosfatasia no esté muy claro y puede facilitar el consejo
genético al paciente y sus familiares. En caso de que no sea necesario realizar el estudio genético y ya se haya
extraido la muestra de sangre para dicho estudio, esta muestra se destruira.

EN QUE LE BENEFICIARA

La informacion obtenida de esta prueba puede ser util al paciente que padezca hipofosfatasia y que ain no
esté diagnosticado, tanto desde el punto de vista clinico como terapéutico, permitiendo en los casos en los que
estuviese indicado, instaurar una terapia mas especifica y efectiva. También contribuird a un mejor
conocimiento de esta enfermedad y al consejo genético en los pacientes afectados y sus familiares. Como
contrapartida, en los casos que no padezcan hipofosfatasia supone la molestia de realizar mas extracciones
sanguineas y el riesgo de encontrar hallazgos inesperados.

136



ESTUDIO POBLACIONAL DE HIPOFOSFATASIA EN LA PROVINCIA DE GRANADA Y CARACTERIZACION FUNCIONAL Y ESTRUCTURAL DE LAS VARIANTES IDENTIFICADAS

Junta de Andalucia
sejeria de Salud y Fan

Médico que informa

Paciente/Donante de la muestra D/D2
De.....afflos, con DNL.... y domicilio en ,
QAL e e et s , NUM...eeee.

En el supuesto de menores o incapaces, nombre del representante legal (padres, tutor, etc.)

D/ttt se e e e AR AR A AR AR ARt R s ARt ARt R et senae
Relacién con el Paciente/Donante DNI

Declaro estar informado de la finalidad de este estudio y haber comprendido la finalidad de los anlisis que se
van a realizar.

La donacién de la muestra es gratuita e implica la renuncia a cualquier derecho de naturaleza econémica,
patrimonial o potestativa del donante sobre los resultados.

De acuerdo a la Ley 14/2007, recibo informacion, y se me advierte expresamente, sobre los siguientes aspectos:

El estudio bioquimico para medir niveles de PLP se llevara a cabo en el Laboratorio Clinico del Hospital Infantil
Universitario Nifio Jesis de Madrid, la determinacién de esclerostina se realizard en el laboratorio de
investigacion del ibs. Granada y la secuenciacion del gen ALPL en ADN de sangre periférica se realizara en el
Centro de Diagndstico Biomédico (CDB) del Hospital Clinic de Barcelona.

Si fuera necesaria la determinaciéon de ALP, esta serd realizada en el Laboratorio Clinico del Hospital
Universitario Clinico San Cecilio.

Que las Unicas personas que tendran acceso a los resultados de los analisis seran los integrantes del equipo de
investigacion (Laboratorio Clinico del Hospital Universitario Clinico San Cecilio). Se me garantiza por tanto la
confidencialidad de la informacién obtenida.

La posibilidad de descubrimientos inesperados en el proceso de andlisis de la muestra, no relacionados con la
patologia de diagndstico, y respecto a los mismos manifiestos:

Querer conocerlos b) No querer conocerlos c) Delegar en el médico esta decision.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

- Cuando quiera
- Sin tener que dar explicaciones
- Sin que esto repercuta en el cuidado o atencién sanitaria

Manifiesto que estoy satisfecho/a con la informacién recibida, que se me ha informado verbalmente del
procedimiento de analisis bioquimico y/o genético al que el paciente/donante va a ser sometido, que he podido
hacer las preguntas que he estimado conveniente y que comprendo el alcance del procedimiento, por lo que,
en tales condiciones, otorgo libre y voluntariamente mi consentimiento.

En ,a At ean s de 2021

Meédico responsable Paciente/Donante y/o representante legal
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ANEXO 3: Consentimiento informado del CDB del Hospital Clinic de
Barcelona

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE i
CLINIC

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO
DE PR(?YECTOS DE INVESTIGACION Y EXEZEDENTE DEL PROCESO ’ASISTENCIAL PAI[!A INVESTIGACION Hospital Universitari
BIOMEDICA EN ENFERMEDADES CONGENITAS DEL SISTEMA MUSCULO-ESQUELETICO Y DE ENFERMEDADES METABOLICAS

Y SU CONSERVACION EN LA COLECCION DE MUESTRAS “ENFERMEDADES CONGENITAS DEL SISTEMA MUSCULO-
ESQUELETICO Y DE ENFERMEDADES METABOLICAS “

En el Hospital Clinic de Barcelona (HCB), ademas de la labor asistencial, se realiza investigacion biomédica, que permite
progresar en el conocimiento de la Medicina. En este sentido, las muestras bioldgicas obtenidas para el diagnéstico o control
de las enfermedades, una vez utilizadas con esta finalidad, resultan también dtiles y necesarias para la investigacion.

De acuerdo con la Ley 14/2007 de Investigacién Biomédica, solicitamos su autorizaciéon para guardar y disponer de la
informacioén clinica y material biolégico sobrante de las pruebas que se le han realizado o se le van a realizar en el Servicio de
Inmunologia del HCB, como parte del proceso asistencial normal y de proyectos de investigacion. La finalidad es crear una
coleccion de muestras biolégicas que nos permita investigar las alteraciones moleculares o genéticas de las enfermedades
CONGENITAS DEL SISTEMA MUSCULO-ESQUELETICO Y ENFERMEDADES METABOLICAS, con el objetivo de progresar en el
conocimiento de la prevencion, el diagnéstico, el pronéstico y/o el tratamiento de estas enfermedades. Si esta de acuerdo,
estos estudios genéticos podrian referirse a la secuenciacién completa de su genoma.

El material biolégico estard debidamente almacenado en el HCB hasta que se agote, integrado en la Coleccién
“Enfermedades congénitas del sistema musculo-equelético y enfermedades metabélicas”, registrada en el Biobanc del
Hospital Clinic-IDIBAPS y en el Registro Nacional de Biobancos con la referencia R140414-153. Si hiciera falta alguna muestra
adicional, el HCB se podria poner en contacto con usted para solicitarle nuevamente su colaboracién.

Los proyectos, que previamente tendran que ser aprobados por el Comité de Etica de Investigacion Clinica del HCB (CEIC-
HCB), serdn realizados por investigadores en el servicio de Inmunologia del HCB - IDIBAPS (Hospital Clinic de Barcelona —
Institut d’Investigacions Biomédiques August Pi i Sunyer), integrantes de los equipos de investigacion Inmunogenética en la
respuesta autoinflamatoria y colaboradores.

Las muestras y los datos asociados, seran sometidos a un proceso de codificacién. Los datos personales pasardn a formar
parte del Fichero Investigaciones del que es responsable el HCB. Unicamente el personal autorizado del HCB podra relacionar
su identidad con los citados cédigos. Se cumplirdn en todo momento el deber de confidencialidad y las medidas de seguridad,
de acuerdo con la legislacion vigente en materia de proteccién de datos de caracter personal (Ley 15/1999). Aunque los
resultados obtenidos de la investigacion realizada con sus muestras se publiquen en ambitos cientificos, su identidad no serd
facilitada. Usted podra ejercer sus derechos de acceso, rectificacién, cancelaciéon y oposicion, asi como obtener informaciéon
acerca del uso de sus muestras dirigiéndose al responsable de la Coleccién que se indica a pie de pagina.

La donacién de muestras biologicas que usted realiza a la Coleccién “Enfermedades congénitas del sistema musculo-
equelético y enfermedades metabédlicas” es voluntaria, gratuita y altruista. Usted no obtendra ningin beneficio econémico
directo por su participacion en los estudios de investigacion, ni tendra derechos sobre posibles beneficios comerciales de los
descubrimientos que puedan conseguirse como resultado de la investigacién biomédica.

Su participacion es totalmente voluntaria. Puede negarse a participar o retirar su consentimiento en cualquier momento sin
tener que explicar los motivos y esto no repercutird negativamente en su asistencia médica presente o futura. Si lo hace, sus
muestras bioldgicas y los datos asociados a las mismas serian retirados de la coleccion, excepto los datos que se hubieran
obtenido previamente a la cancelacién. Si deseara anular su consentimiento, deberia solicitarlo mediante el formulario para
revocacion que consta en la hoja de consentimiento, dirigiéndose a la Unidad de atencién al cliente del HCB.

En el caso de que usted lo solicite expresamente, el responsable de la coleccién le proporcionard informacion acerca de
cudles son las investigaciones en las que se han utilizado sus muestras y los resultados de dichas investigaciones. Si se
obtuviera informacién relevante que pudiera afectar a su salud o a la de su familia, el responsable de la coleccién contactard
con usted para ofrecerle la posibilidad de conocer dicha informacién, asi como para aconsejarle sobre la conveniencia de
transmitir esta informacion a sus familiares en caso necesario. A efectos de un eventual contacto se utilizaran los datos que
figuren en su historial clinico. No obstante, se respetard su derecho a que no se le comuniquen los resultados de la
investigacion.

Si tiene cualquier duda, ahora o en el futuro, en relacién con este consentimiento, pregunte al personal sanitario que le ha
proporcionado esta informacién o al responsable de coleccién que se indica a pie de pagina.

Muchas gracias por su colaboracién.

Responsable de la Coleccion: Eva Gonzélez Roca

Servicio de Inmunologia. Escalera 4 Piso 0. Hospital Clinic. C/Villarroel 170, 08036 Barcelona
Telf.: 93 2275400 ext 4460
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO C L I' N I C
DE PROYECTOS DE INVESTIGACION Y EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA INVESTIGACION

BIOMEDICA EN ENFERMEDADES CONGENITAS DEL SISTEMA MUSCULO-ESQUELETICO Y DE
ENFERMEDADES METABOLICAS Y SU CONSERVACION EN LA COLECCION Hospital Universitari

Nombre del paciente / NHC

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con el Hospital Clinic-IDIBAPS en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacién esta hoja:

Confirmo que:

Autorizo a la Coleccion de ENFERMEDADES CONGENITAS DEL SISTEMA MUSCULO-ESQUELETICO Y DE ENFERMEDADES
METABOLICAS, registrada en el Biobanc del HCB-IDIBAPS y en el Registro Nacional de Biobancos, a almacenar y utilizar
cientificamente tanto la informacién clinico-asistencial de su historial médico, como el material bioldgico sobrante de las
pruebas que se le han realizado o se le van a realizar en el Servicio de Inmunologia, con la finalidad de llevar a cabo proyectos de
investigacién biomédica relacionados con las enfermedades “Congénitas del sistema musculo-esquelético y enfermedades
metabdlicas” por investigadores en el grupo Inmunogenética en la respuesta autoinflamatéria y colaboradores del
HCB/IDIBAPS , siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacion del Comité de Etica de Investigacion Clinica competente.
Esta autorizacion la concede tras haber leido la informacion adjunta sobre el consentimiento informado y tras haberlo
comentado con el profesional sanitario responsable.
asi O NO

Deseo que se me comunique la informacién derivada de la investigacién que realmente sea relevante y aplicable para mi salud:
asi ONo

Estoy de acuerdo en ser contactado en el caso de necesitar mas informacion o muestras biologicas adicionales (mediante
teléfono, direccién postal o E-mail de contacto que consta en la historia clinica):
asi O NO

Autorizo el uso de estas muestras en proyectos que incluyan el estudio completo del genoma
asi ONO

Llegada la mayoria de edad, el donante tiene derecho a revocacién del consentimiento. En caso de que no la ejerza, se
considerard que el actual documento de consentimiento informado sigue vigente.

Firma del paciente (si tiene mds de 12 afios) Personal autorizado:
Y A - YOS Y Y A - TSSO
[0 PR DNI

APARTADO PARA LA REVOCACION de este consentimiento

El QUE SUSCTIDE (oueie ittt ettt ettt e s e et e e es et e s ettt s .. nombre y apellidos) revoca
su consentimiento para guardar el material biologico en la Coleccién de ENFERMEDADES CONGENITAS DEL SISTEMA MUSCULO-
ESQUELETICO Y DE ENFERMEDADES METABOLICAS vy utilizarlo para investigacion biomédica, segun el derecho que le asiste y tal
como estaba previsto en la informacion facilitada antes de la firma de dicho consentimiento, y solicita la eliminacion de las
muestras y la informacion asociada a las mismas.

Se adjunta:

- Fotocopia del DNI u otro documento vélido que lo identifique

- Direccion a efectos de notificaciones
Fecha y firma
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