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INFO DEL ARTICULO RESUMEN

Palabras clave: La hipofosfatasia (HPP) es el trastorno genético causado por mutaciones
hipofosfatasia, displasia de pérdida de funcién en el gen ALPL que codifica la fosfatasa alcalina
esquelética, terapia de no especifica de tejido (TNAP), una enzima esencial para la mineraliza-
reemplazo enzimatico, cion esquelética y dental. La gravedad de la enfermedad varia desde las
terapia génica, inhibidores, formas perinatales e infantiles potencialmente mortales hasta las formas
terapia celular, ensayos mas leves de aparicion tardia, que se manifiestan en la edad adulta o
preclinicos. solo afectan la denticion. La terapia de reemplazo enzimatico basada

en la fosfatasa alcalina recombinante dirigida al mineral éseo (asfotasa
alfa) ha sido aprobada en el ambito multinacional desde 2015 para el
tratamiento de la HPP de inicio pediatrico, aumentando notablemente
la sobrevivencia, la condicidon esquelética de los pacientes tratados y
su calidad de vida. Sin embargo, los sintomas no esqueléticos siguen
siendo preocupaciones clinicas importantes. Una mejor comprensién de
las células que expresan TNAP fisiolégicamente, las vias metabdlicas
involucradas y los sustratos naturales de TNAP en cada tejido ayudara a
disefiar mejores terapias y/o alternativas para prevenir/corregir manifes-
taciones no esqueléticas de la HPP, ya sean conocidas o aun por descu-
brir. Esta revision recapitula el contenido de mi conferencia en memoria
de Louis V. Avioli presentada durante la reunién anual de la American So-
ciety for Bone and Mineral Research (ASBMR), en septiembre de 2025,
en Seattle, WA, donde enfoco los sustratos naturales de la TNAP (el piro-
fosfato inorgéanico, el piridoxalfosfato, el adenosil trifosfato, la fosfocrea-
tina, la fosfocolina y fosfoetanolamina, las endotoxinas bacterianas, la
osteopontina fosforilada y la tau fosforilada) y discuto cémo su alteracion
puede ocasionar trastornos observados en diversos modelos de HPP de
Recibido: 14 de enero de 2026 raton. También resumo el estado actual del desarrollo de tratamientos
Aceptado: 13 de febrero de 2026 alternativos para la HPP.

Parte del contenido de esta revision ha sido publicado previamente en inglés en el J Bone Miner Res [1].
Autor de correspondencia: Millan, José Luis. millan@sbpdiscovery.org
Doi: 10.65640/r60hpg49 Copyright © 2025 FASEN - CC-BY-NC 4.0

E EndoAr « 2026  ISSN 3072-8983


mailto:millan@sbpdiscovery.org
https://orcid.org/0000-0002-1547-2671

Millan JL. Hipofosfatasia: fisiopatologia y tratamiento

HYPOPHOSPHATASIA - A PRECLINICAL PERSPECTIVE OF ITS PATHOPHYSIOLOGY AND

TREATMENT
ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Hypophosphatasia (HPP) is the genetic disorder caused by loss-of-

skeletal dysplasia, metabolic
disease, enzyme replacement
therapy, gene therapy, small
molecule inhibitors, cell
therapy, mouse models,
preclinical studies.

Received: January 14, 2026
Accepted: February 13, 2026

function mutations in the ALPL gene that encodes the tissue-nonspecific
alkaline phosphatase (TNAP), an enzyme essential for physiological
skeletal and dental mineralization. The severity of the disease varies from
the life-threatening perinatal and infantile forms to the milder later-onset
forms that manifest in adulthood or only affect the dentition. Enzyme
replacement therapy based on recombinant mineral-targeted alkaline
phosphatase (asfotase alfa) has been approved multinationally since
2015 for the treatment of pediatric-onset HPP, remarkably increasing the
lifespan, their skeletal condition and the quality of life of patients affected
by the severe forms of HPP. However, non-skeletal symptoms remain
important clinical concerns. A better understanding of the cells that
express TNAP physiologically, the metabolic pathways involved and the
natural substrates of TNAP in each tissue will help design better therapies
and/or alternatives to prevent/correct non-skeletal manifestations
of HPP. This review recapitulates the content of my Louis V Avioli
memorial lecture presented during the annual meeting of the American
Society for Bone and Mineral Research (ASBMR) in September 2025 in
Seattle, WA, where | focus on the natural substrates of TNAP (inorganic
pyrophosphate, pyridoxal 5 phosphate, adenosyl triphosphate,
phosphocreatine, phosphocholine and phosphoethanolamine, bacterial
endotoxins, phosphorylated osteopontin and phosphorylated tau) and
discuss how their alteration can cause the disorders observed in mouse
models of HPP. | also summarize the current state of development of

alternative treatments for HPP.

INTRODUCCION

Un articulo reciente [3] resumié las carac-

La hipofosfatasia (hypophosphatasia y su
abreviatura HPP en inglés) es el trastorno
genético causado por mutaciones de pérdida
de funcién en el gen ALPL que codifica la
fosfatasa alcalina no especifica de tejido (tissue-
nonspecific alkaline phosphatase; TNAP, su
abreviatura en inglés), una enzima esencial para
la mineralizacién esquelética y dental [1]. La HPP
se puede presentar con un nivel de gravedad
extraordinariamente amplio [2], pero todos los
pacientes son portadores de una o dos variantes
de pérdida de funcién en sus alelos ALPL.

teristicas de la HPP en las poblaciones de
pacientes pediatricos y adultos, destacando
algunas caracteristicas en comun entre los
dos grupos. Las complicaciones enumeradas
como especificas de las formas perinatales-
infantiles-juveniles de HPP fueron retraso del
crecimiento, escaso aumento de peso, raqui-
tismo, pérdida prematura de dientes primarios
(con la raiz intacta), convulsiones que respon-
den a la vitamina B6, térax inestable y espo-
lones osteocondrales. Las complicaciones
enumeradas como especificas para las for-
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mas adultas son las fracturas osteomalacicas
(metatarsicas o femorales), osteoartritis, pér-
dida de dientes secundarios, condrocalcino-
sis y pseudogota. Sin embargo, vale destacar
que una gran variedad de las manifestaciones
es compartida por los grupos pediatricos y de
adultos incluyendo la osteomalacia, deformi-
dades en arco, fracturas, escoliosis, craneo-
sinostosis, dolor 6seo, debilidad muscular,
denticién anormal, insuficiencia renal, pérdida
de audicién, depresion/ansiedad, dolores de
cabeza y fatiga.

Claramente, la HPP es un error innato del
metabolismo que afecta directa o indirecta-
mente a multiples sistemas y érganos. Pode-
mos explicar muchas de esas manifestacio-
nes, pero no todas, y —como describiré mas
adelante en esta perspectiva— se pueden pre-
venir o mejorar algunas de esas manifestacio-
nes con los tratamientos actuales y en desa-
rrollo, pero no todas. A medida que continua-
mos avanzando con el desarrollo de nuevos
tratamientos, también debemos comprender
las consecuencias a largo plazo de los déficits
no resueltos en érganos no esqueléticos que
requieren TNAP para funciones fisiologicas y
que las terapias actuales y en desarrollo no
estan abordando.

Repaso de la estructura de la TNAP

Gran parte de lo que sabemos sobre la es-
tructura de la TNAP se basa en estudios de
homologia realizados modelando la secuencia
de aminoacidos de la TNAP sobre las coor-
denadas cristalograficas de la estructura de
la isoenzima placentaria [4]. Aqui describiré
brevemente las principales caracteristicas es-
tructurales que pueden verse afectadas por
mutaciones y que llevan al desarrollo de HPP.
Para una descripcién en profundidad de la es-
tructura de las fosfatasas alcalinas de mami-
feros en general, remito al lector a mi tratado
anterior sobre el tema y a las referencias alli
contenidas [5].

TNAP, como todas las fosfatasas alcalinas
de mamiferos, es un dimero obligatorio, ya que
los monémeros no son estables y no pueden
mediar catalisis. La interfaz monémero-mono-

mero muestra un fuerte caracter hidrofébico
y es crucial para la estabilidad y la funcion
enzimatica del dimero [6]. Una secuencia de
superficie flexible llamada “corona” contiene
residuos importantes para estabilizar la union
de inhibidores de comportamiento cinético no
competitivo, y también alberga una secuencia
de baja afinidad al colageno [7]. La hélice alfa
N-terminal de cada subunidad monomeérica
alcanza el sitio activo de la subunidad contra-
lateral [8] y, por lo tanto, junto con los residuos
de la corona, ayuda a estabilizar la estructura
dimérica confiriendo propiedades alostéricas
a la enzima [9]. Estas caracteristicas estructu-
rales y funcionales explican por qué una Unica
variante de ALPL heredada de uno de los pa-
dres puede, en algunos casos, comprometer
las propiedades cinéticas de todo el dimero
(una variante dominante negativa), lo que lle-
va a la insuficiencia de TNAP y a la herencia
de generacion a generacion de HPP (herencia
dominante). Esto se observa predominante-
mente en los casos de HPP en adultos [10].
La mayoria de los otros casos de HPP eviden-
cian la presencia de dos alelos hipomorficos
que contribuyen a afectar la funcién enzimati-
ca del dimero (herencia recesiva y, con mayor
frecuencia, heterocigotas compuestos). Sin
embargo, otros genes modificadores y efec-
tos epigenéticos pueden contribuir a afectar
la expresividad y la penetrancia del fenotipo
HPP. Tres sitios de unién a metales (dos iones
Zn?* y un ion Mg?*) que rodean la serina catali-
tica son esenciales para la actividad enzimati-
cade la TNAP [11]. Un sitio adicional de unién
de metales, ocupado por Ca*, tiene propie-
dades estructurales [12].

Hasta la fecha se han catalogado ~480 va-
riantes del gen ALPL en la “Base de datos de
variantes del gen ALPL” (https://alplmutation-
database.jku.at/), lo que proporciona una pla-
taforma valiosa para intentar comprender las
asociaciones genotipo-fenotipo. Las variantes
de ALPL que alteran los residuos en la interfaz
mondémero-mondémero, la corona, el brazo N-
terminal y los sitios de union de cationes di-
valentes pueden causar HPP [13]. Ademas, la
TNAP sufre importantes modificaciones pos-
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traduccionales. La TNAP se asocia a la super-
ficie de las membranas plasmaticas y de las
vesiculas de la matriz a través de un anclaje
de glicosilfosfatidilinositol (glycosylphosphati-
dylinositol o su abreviatura GPI en inglés) que
permite el movimiento de la enzima al mejorar
la fluidez de la membrana. Este anclaje GPI
puede escindirse mediante la accién enzima-
tica de las fosfolipasas presentes en las mem-
branas plasmaticas, lo que explica en parte
como se libera la TNAP a la sangre y a otros
fluidos biolégicos. Ademas, la TNAP contiene
cinco sitios de glicosilacién, en la asparagina
140, 230, 271, 303 y 430, y algunos son nece-
sarios para la actividad catalitica [14]. El grado
de glicosilacion en estos sitios explica en gran
medida las diferentes propiedades biofisicas
y cinéticas de las isoformas de la TNAP pro-
ducidas por el hueso, el higado, el riiidn, las
células vasculares y otras [15].
Recientemente se publicaron las coordena-
das cristalograficas de la TNAP [16]. La es-
tructura del dimero confirmé caracteristicas
previamente predichas y ya resumidas; sin
embargo, los autores también describieron
una arquitectura octamérica generada por la
tetramerizacién de dimeros de la TNAP. Es di-
ficil visualizar cdmo un octamero de este tipo
podria estar anclado via GPI en la membrana
celular y de las vesiculas de la matriz. Los au-
tores sugieren que dicha disposicién multimé-
rica podria potencialmente estabilizar la TNAP
en la circulacién, aunque no proporcionaron
evidencia de la existencia de dicho octamero
en sangre. Los autores también mapearon al-
gunas variantes de ALPL asociadas con HPP
en las interfases dimero-dimero del octamero,
pero no esta claro como —afectando la forma-
cién de dichos multimeros— podria contribuir
a causar HPP. Recientemente se han determi-
nado dos estructuras mas de la TNAP. El gru-
po de David Magne (Lyon, Francia) confirmé la
estructura tridimensional dimérica de la TNAP
y maped como la fosfocolina (un sustrato re-
cientemente descubierto al cual me referiré
luego) se une en una orientacién opuesta a la
del pirofosfato que interactia con diferentes
aminoacidos en el sitio activo de la TNAP [17].
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El grupo de Lawrence Kazak (Universidad Mc-
Gill, Montreal, Canadd) también ha determi-
nado la estructura tridimensional de la TNAP
con fosfocreatina (otro de sus sustratos) uni-
da al sitio activo y también ha confirmado la
estructura dimérica de la enzima. Este grupo
también identificd por primera vez un activa-
dor alostérico fisiolégico de la TNAP y maped
algunas variantes de ALPL causantes de HPP
en ese sitio alostérico (comunicacién perso-
nal-manuscrito en revision).

Diversos modelos de HPP de raton

La generacion y caracterizacion de mode-
los de HPP en ratones resulté indispensable
para el estudio de las vias bioquimicas que
involucran la funcion de la TNAP y las pruebas
preclinicas necesarias para la optimizacién de
tratamientos potenciales para la HPP [18].

Los alelos (Alplm'ser y Alplm*m) desarrolla-
dos en la década de 1990 han sido los mas
utilizados para examinar las consecuencias
fisiolégicas de una ablacion global de la TNAP
[19]. Estos ratones Alpl’-, también llamados
knockout (en inglés), recapitulan fielmente la
fisiopatologia de HPP infantil, presentando re-
traso del crecimiento, esqueleto gravemente
hipomineralizado [20], dentina hipominerali-
zada [21] y defectos en el esmalte [22], falta
de cemento acelular [23] y muerte antes del
destete con convulsiones graves [24,25].

El alelo Alp/ floxado nos permitié producir
y caracterizar modelos de inicio tardio de la
HPP, al inactivar condicionalmente la TNAP
bajo el control del promotor de colageno 1 (Al-
plceicen) - afectando la mineralizacion en todo
el esqueleto y los dientes o el gen Prxx1 en las
células madre mesenquimales de las extremi-
dades (Alp//*"P=1)  afectando principalmente
al esqueleto apendicular [26]. Es este modelo
AlplP=1/Px1 g que hemos utilizado consistente-
mente para estudiar la eficacia de la adminis-
tracién de un vector adenoviral para el reem-
plazo enzimatico (véase mas adelante), pero
también hemos utilizado un modelo Alp//P*
donde un alelo Alp/ esta inactivado global-
mente y el otro estd inactivado condicional-
mente. Este modelo es algo mas severo y fa-
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cilité la evaluacién de la mejoria esquelética
cuando utilizamos la inhibicién de la enzima
ectonucleodtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa
1 (ENPP1) para reducir los niveles altos de pi-
rofosfato (véase mas adelante) o cuando exa-
minamos las consecuencias de superponer la
enfermedad renal crénica como comorbilidad
a la HPP [27] (manuscrito en revisidn).

Nuestros primeros intentos de desarrollar
un modelo de ratén con enfermedad exclusi-
vamente dental (odonto-HPP en inglés) me-
diante la introduccién de una variante ALPL
negativa dominante (A116T), derivaron en un
fenotipo decepcionantemente leve [28], y en
consecuencia no hemos utilizado este mo-
delo para ningun estudio de tratamiento. Sin
embargo, recientemente publicamos la gene-
racién de eliminaciéon condicional de la TNAP
especificamente en la cresta neural mediante
la cruza de ratones con el alelo floxado con ra-
tones Wnt1¢2 para eliminar condicionalmente
la TNAP en células ectomesenquimales que
producen dentina, cemento, ligamento perio-
dontal y hueso alveolar, pero sin causar nin-
gun cambio en el esqueleto apendicular [29].
Se observaron defectos en la sincondrosis
interesfenoidal derivada de la cresta neural
de la base craneal y el condilo mandibular de
ratones Alp/Vm/Wntt: |a extraccion de molares
maxilares demostrd profundos defectos de
curacion del hueso alveolar que fueron par-
cialmente rescatados mediante reemplazo
enzimatico. Continuaremos utilizando este
modelo para probar nuevas terapias enfoca-
das en las formas dentales de HPP.

Sustratos fisiolégicos de la TNAP

Se sabe que algunos sustratos fisiolégicos
estan patolégicamente elevados en la HPP.
Otros se han identificado recientemente en
estudios preclinicos.

El pirofosfato inorganico extracelular
(inorganic pyrophosphate, PP) es un potente
inhibidor de la mineralizacién y se considera
el agente antiincrustante natural del cuerpo
[30], ya que previene eficazmente la calcifi-
cacion inadecuada de los tejidos blandos. En

la sangre, las concentraciones de PP, estan
en el rango pM, mientras que los niveles de
fosfato inorganico (P) estan en el rango mM
y, como resultado, pequeios cambios en la
relacion PP/P, tienen profundas implicacio-
nes para el control de la calcificacion de los
tejidos blandos. La TNAP desempefia el pa-
pel crucial de restringir la concentracion de
PP, extracelular para mantener un coeficiente
PP/P. permisivo para la mineralizacion Osea
normal, y ya he descrpito este mecanismo
en detalle en una revision anterior [31]. Pa-
rafraseando esa revisién, la incapacidad de
los huesos HPP para calcificarse resulta de
dos eventos bioquimicos: a) un bloqueo en
la propagacién de hidroxiapatita en la matriz
extracelular debido a los niveles acumulados
de PP, por la falta de la funcion pirofosfatasa
de la TNAP, y b) generacion local inadecuada
de P, a partir de ATP en el entorno de las vesi-
culas de la matriz extracelular. Los pacientes
con HPP y los ratones Alpl”- conservan la ca-
pacidad de iniciar la formacion de minerales
intravesiculares debido a la presencia de fos-
foetanolamina/fosfocolina fosfatasa 1 (PHOS-
PHOT1 en inglés) que genera P, dentro de las
vesiculas de la matriz extracelular [32]. Los
ratones Phospho1”- muestran anomalias en la
placa de crecimiento, fracturas espontéaneas,
huesos largos arqueados, osteomalacia y es-
coliosis en los primeros anos de vida, lo que
coincide con un fenotipo similar al de la HPP
[33]. En un experimento genético muy reve-
lador, descubrimos que las crias doblemente
knockout deficientes en TNAP y PHOSPHO1
eran letales en el estadio embrionario con una
ausencia total de mineralizacion esquelética a
pesar de la normofosfatemia/hiperfosfatemia,
respectivamente, manifestada por las cepas
knockout individuales [34]. Esto indic6 firme-
mente que la disponibilidad de P, circulante
no es suficiente para iniciar la mineralizacion
y que la TNAP debe participar en la genera-
cion de P, en la superficie y periferia de las
vesiculas de la matriz extracelular. De hecho,
la funcion de generar P, fue propuesta desde
su descubrimiento en el hueso por Robison
en 1923 [35] y la capacidad de TNAP para hi-
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drolizar ATP para generar P, ahora esta bien
documentada [36,37]. Casi un siglo mas tarde
creo que comenzamos a comprender mejor la
doble accién de la TNAP como pirofosfatasa
restringiendo la concentracion de PP, y como
ATPasa generando P, en el entorno vesicular
y de esa manera regulando el coeficiente PP/
P, controlando la mineralizacion esquelética y
dental fisiolégica.

ATP/ADP/AMP (efectos sistémicos): la
alta actividad ATPasa de la TNAP demuestra
que, ademas de generar P, para mineraliza-
cién, también es capaz de generar progresiva-
mente ADP, AMP y adenosina [36]. La desfos-
forilaciéon del ATP que es proinflamatorio y la
produccion de adenosina que es antiinflama-
toria por la alta actividad plasmatica de TNAP
en los neonatos contribuyen a mejorar el perfil
del metabolismo de las purinas antiinflamato-
rias en la sangre del recién nacido [38]. Ade-
mas, TNAP es una de las tres enzimas impli-
cadas en el metabolismo de las purinas, que
aporta adenosina antinociceptiva a las neuro-
nas de los ganglios somatosensoriales de la
raiz dorsal y a la médula espinal dorsal [39]
y reduce los niveles de ATP extracelular para
permitir el crecimiento axonal en las neuronas
del hipocampo [40]. La sefalizacién purinér-
gica alterada en ratones Alp/”-debido a alte-
raciones del coeficiente ATP/adenosina pue-
de contribuir a las convulsiones, hiperalgia y
alodinias observadas en los ratones knockout
y podria en parte explicar el mecanismo de
dolor experimentado por pacientes con HPP.

El piridoxalfosfato (pyridoxal-5° phospha-
te, PLP) es otro sustrato natural de la TNAP
descripto muy tempranamente durante el
estudio de la HPP [41]. La vitamina B6, me-
diada por sus diversos vitameros (piridoxal,
piridoxamina y piridoxina), es un cofactor en
mas de 160 reacciones bioquimicas intracelu-
lares [42], y mas especificamente una coenzi-
ma en el catabolismo de varios aminoacidos
y en las descarboxilaciones necesarias para
la generacion de neurotransmisores incluyen-
do dopamina, serotonina, histamina, taurina
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y acido gamma-aminobutirico. Como se re-
sumié anteriormente [18], la desfosforilacion
de PLP a piridoxal es una funcién importan-
te de la TNAP, ya que solo los vitameros no
fosforilados pueden ingresar en las células vy,
una vez dentro de las células, estos vitame-
ros no fosforilados se convierten nuevamente
en PLP para ser usados como coenzima en
varias vias metabdlicas. La deficiencia de la
TNAP conduce a un aumento de los niveles
plasmaticos de PLP, pero a niveles bajos de
PLP en el sistema nervioso central en pa-
cientes con HPP, lo que lleva a una disminu-
cion de las concentraciones de serotonina y
acido gamma-aminobutirico, lo que expli-
ca en parte las convulsiones graves horas
antes o inmediatamente antes de la muer-
te prematura de los ratones Alpl’ [24, 25].
Otro experimento genético muy revelador de-
mostré que la ablacion del gen del receptor
purinérgico P2rX7 en ratones Alpl’- resultaba
en ratones knockout dobles con vida exten-
dida por algunos dias para luego sucumbir,
pero sin experimentar convulsiones [43]. Los
autores descubrieron que el PLP bloquea la
funcién del P2rX7, un receptor conocido por
responder a altos niveles de ATP. La interpre-
tacion de esos datos sugiere que las convul-
siones en los ratones Alpl”- se deben a dos
cambios bioquimicos principales: a) una acu-
mulacién de ATP, resultante de una actividad
TNAP deficiente, que estimula la actividad del
receptor P2rX7, y b) un bloqueo reducido de
la actividad de P2rx7 por la disminucién de las
concentraciones de PLP en el sistema nervioso
central. Esto implica que medicamentos desti-
nados a modular la actividad del receptor P2rX7
podrian potencialmente ser Utiles para controlar
las convulsiones en bebés con HPP grave.

La TNAP se expresa tanto en el tubo neural
en desarrollo como en ciertas areas del cere-
bro maduro [44] y los ratones Alp/”- muestran
una disminucion significativa de la sustancia
blanca de la médula espinal con evidencia ul-
traestructural de degradacion celular alrede-
dor de las regiones paranodales y una dismi-
nucién de la proporcién y el didmetro de los
axones mielinizados [45,46]. Algunas de estas
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caracteristicas se reproducen en animales de
tipo salvaje alimentados con una dieta defi-
ciente en vitamina B6, mientras que, a la in-
versa, mejoran en ratones Alpl’ alimentados
con una dieta rica en piridoxal [45]. ¢Podrian
estos defectos de mielinizacién contribuir al/
los mecanismo/s del dolor en la HPP?

Fosfocreatina (phosphocreatine, PCr)
(termogénesis-funcién mitocondrial). Si bien
es sabido que la TNAP esta presente en la
membrana citoplasmatica de las células y
en la superficie externa de las vesiculas de
la matriz durante la biomineralizacién, un ha-
llazgo inesperado describié la localizacion
de la TNAP en las mitocondrias de las cé-
lulas grasas marrones, donde actia como
una potente fosfatasa usando fosfocreatina
como sustrato [47]. El articulo describe que
la expresién de la TNAP se induce podero-
samente cuando los ratones se exponen a
condiciones de frio, y que la inhibicién de la
TNAP en mitocondrias aisladas conduce a
una pérdida del ciclo de la creatina afectando
la termogénesis. Los datos indicaron que, a
pesar de la ausencia de cualquier secuencia
de direccionamiento mitocondrial identifica-
ble, la TNAP estaba unida a las membranas
mitocondriales a través de un anclaje GPl y
estaba localizado en la membrana mitocon-
drial interna y en el espacio intermembrana.
Ademas, la ablaciéon genética de la TNAP
en adipocitos redujo el gasto energético de
todo el cuerpo y provocéd una obesidad de
aparicion rapida en ratones, sin cambios en
la actividad o el comportamiento alimentario.
¢ Sugiere este mecanismo mediado por la fos-
focreatina y descubierto en ratones, que po-
drian ocurrir problemas de adaptacién al frio
en pacientes con HPP? En la literatura cien-
tifica no se mencionan cambios en la tempe-
ratura corporal en pacientes con HPP, pero
algunos relatos anecdéticos de pacientes con
HPP sugieren dificultades en la adaptacion
al frio. Si se demuestra que la dificultad de
adaptacién al frio es parte de la presentacién
sistémica de la HPP, jse corrige con la terapia
de reemplazo enzimatico?

Otro problema relacionado con el posible
deterioro de la funcién mitocondrial parece ser
la debilidad muscular que experimentan los
pacientes con HPP, y que se resuelve o mejo-
ra con el tratamiento con reemplazo enzima-
tico [48]. Anteriormente se habia descripto la
presencia de la TNAP en el reticulo endoplas-
mico del sarcomero cardiaco en ratones [49],
pero hasta la fecha no hay informes de que la
TNAP se exprese en el musculo esquelético.
Sin embargo, un articulo ha documentado una
reduccion significativa en la longitud muscu-
lar, la masa y el area de la seccion transversal
del musculo extensor largo de los digitos de
ratones Alpl”- de 14 dias de edad, y los estu-
dios histologicos revelaron una alteracion en
la composicion del tipo de fibra muscular con
un aumento de las fibras musculares tipo Il y
una disminucién de las fibras musculares tipo
| en el musculo gastrocnemio [50]. En otro es-
tudio también se realizaron pruebas de fuerza
muscular y coordinacion motora en las cuales
se documentd una reduccién significativa en
la relacion entre fuerza de agarre/peso corpo-
ral y deficiencias en la coordinacién motora en
los ratones knockout [51]. Los ratones knock-
out de Alpl también manifiestan una capaci-
dad respiratoria mitocondrial reducida, que se
revierte mediante un tratamiento de reemplazo
enzimatico [52]. Lo mas probable es que la ra-
pida mejora de la funcién muscular se deba a
la normalizacion de la concentracion de uno o
varios de los sustratos solubles de TNAP. Los
candidatos probables son PP, ATP o PLP. La
toxicidad del PP, es una posibilidad que sera
necesario investigar. También deberia consi-
derarse el papel interdependiente de ATP y
P2rX7. Pero, dado que un tercio de todas las
enzimas dependientes de PLP estan localiza-
das en las mitocondrias [53], en mi opinién es
mas probable que los efectos de la deficiencia
de TNAP y culpable del fenotipo de debilidad
muscular sea la disminucion de PLP en las
mitocondrias. Por lo tanto, se podria esperar
que el tratamiento con asfotasa alfa, asi como
resuelve las convulsiones perinatales asocia-
das a PLP en ratones Alpl”~ y pacientes con
HPP graves, corrija también la deficiencia in-
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tracitoplasmatica e intramitocondrial de PLP,
ayudando a resolver el fenotipo muscular.

La fosfoetanolamina (phosphoethanola-
mine, PEA) y la fosfocolina (phosphocholine,
PC). La PEA se ha considerado durante mu-
cho tiempo un sustrato y un marcador bioqui-
mico de la HPP, aunque su origen fisiologico
no se conocia. En el afio 1980 pudimos docu-
mentar que los niveles plasmaticos de PEA se
correlacionaban inversamente con los niveles
sanguineos del higado, pero no con la isofor-
ma o6sea de TNAP, lo que sugirié un posible
origen hepatico de este analito [54]. Recien-
temente, hemos demostrado que los ratones
Alpl- presentan esteatosis hepatica y niveles
reducidos de triglicéridos séricos, debido a
una deficiencia intrahepatica de colina que es
necesaria para la formacién de fosfatidilcolina
y las lipoproteinas [55]. Ademas de la colina,
los hepatocitos pueden también utilizar eta-
nolamina para producir fosfatidiletanolamina,
que posteriormente se metila para formar fos-
fatidilcolina, en una via auxiliar y parcialmente
compensatoria. Una fuente adicional o alter-
nativa de PEA podria reflejar una actividad
disminuida de la O-fosforiletanolaminafosfo-
liasa hepatica, la enzima que hidroliza la fos-
foetanolamina utilizando PLP como cofactor
[56]. Es importante considerar la funcién de
la TNAP hidrolizando la fosfocolina y la fos-
foetanolamina en el higado en personas con
HPP. El tratamiento con asfotasa alfa hace
que los pacientes con HPP pasen de hipofos-
fatasemia a hiperfosfatasemia, lo que puede
aliviar la deficiencia hepatica de colina. La
rareza de la HPP, combinada con su presen-
tacion moderada en casos adultos, dificulta
determinar si los pacientes con HPP pueden
ser mas proclives a desarrollar esteatosis he-
patica en comparacién con la poblacién ge-
neral. Sin embargo, medir sus niveles séricos
de colina podria revelar valores subnormales
en pacientes con HPP, lo que tal vez justifique
la suplementacién con colina como medida
profilactica. Dados estos recientes estudios
preclinicos que vinculan la funcién de la TNAP
con el metabolismo de la fosfocolina en el hi-
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gado y el transporte de triglicéridos desde el
higado al torrente sanguineo, puede también
ser interesante examinar el perfil de lipoprotei-
nas en pacientes con HPP al inicio del estudio
y como ese perfil puede cambiar con el reem-
plazo enzimatico.

Endotoxinas bacterianas. La TNAP es una
nucleotidasa antiinflamatoria [57,58], que ade-
mas de hidrolizar y establecer el coeficiente
ATP/adenosina discutida anteriormente, tiene
también la capacidad de desfosforilar el lipo-
polisacarido bacteriano (lipopolysaccharide,
LPS) [59]. El LPS es sintetizado por bacterias
gramnegativas y sus efectos proinflamatorios
dependen de los grupos fosfato en la region
lipidica A. En la sangre, la TNAP participa en
la desfosforilacion de LPS y otras endotoxinas
bacterianas [59], y en el higado la actividad
de la TNAP se incrementa durante la fibro-
sis como un mecanismo protector [60]. LPS
también induce la expresion de la TNAP en el
glomérulo renal [61]. Esta funcién desintoxi-
cante de la TNAP puede ser importante para
comprender la nefrocalcinosis en la HPP. La
presencia de actividad de la TNAP en el rifidn
es interesante, ya que la TNAP hidroliza PP,
un potente inhibidor de la mineralizacién que
se encuentra frecuentemente en los calculos
de hidroxiapatita. Durante nuestros estudios
preclinicos observamos que en ratones Alpl”
tratados con asfotasa alfa o con administra-
cién de vectores virales de la TNAP dirigidos
a minerales (AAV8-TNAP-D+q), el reemplazo
enzimdtico previno los déficits esqueléticos
y dentales, acompafiado de la normalizacién
del PP, plasmatico, pero el PP, urinario perma-
necié anormalmente alto [62,63]. Estos datos
sugieren que la mayor fuente de PP, en el rifion
es la generacion local y que el PP, urinario es
un compartimento distinto no necesariamente
influenciado por la homeostasis del PP, plas-
matico. ¢Por qué los rifiones HPP se calcifi-
carian en presencia de altas concentraciones
de PP urinario? Como hemos analizado, ade-
mas de actuar como pirofosfatasa, la TNAP
también desempefia un papel como molécula
antiinflamatoria capaz de desfosforilar progre-
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sivamente ATP (una molécula proinflamatoria)
a adenosina (una molécula antiinflamatoria)
y desintoxicar el LPS bacteriano. La propia
TNAP esta regulada positivamente por TNF-q,
IL1-B e IL-6 [57,58]. El dafo tisular causado
por la inflamacién, debido a la acumulacion
de ATP y/o LPS bacteriano, actuaria como un
nido para el depodsito ectopico de mineral en
el parénquima renal en HPP que no es supe-
rado por las altas concentraciones urinarias
de PP. Valdria la pena probar esta hipotesis
y contrastarla con la explicacién mas sencilla
de que la nefrocalcinosis es causada simple-
mente por una alteracion de la homeostasis
mineral.

Osteopontina fosforilada (OPN) y Tau
fosforilada (Tau). Finalmente, la TNAP tam-
bién puede actuar sobre las fosfoproteinas, y
se ha demostrado que al menos dos de ellas,
la osteopontina fosforilada y la Tau fosforilada,
se comportan como sustratos naturales de la
TNAP. La OPN es una glicoproteina altamente
fosforilada, y esta fosforilacion es importante
porque la OPN fosforilada pero no la desfos-
forilada inhibe la mineralizacion, y los altos ni-
veles plasmaticos de OPN fosforilada acom-
panan el aumento de los niveles extracelula-
res de PP, en ratones Alp/”~. La ablacion del
gen OPN (Spp1) en los ratones Alpl’- condujo
a una mejora parcial del estado de hipomine-
ralizacién [64] y pudimos identificar al menos
dos péptidos OPN fosforilados como dianas
para la TNAP [65].

La TNAP también desfosforila la Tau extra-
celular hiperfosforilada en el cerebro promo-
viendo la activacion de los receptores musca-
rinicos [66]. Curiosamente, la sobreexpresion
condicional de la TNAP provoca hiperfosfori-
lacién y agregacion intracelular de Tau en cé-
lulas vecinas a aquellas que sobreexpresan la
enzima. Por el contrario, la ablacién genética
de la TNAP redujo la desfosforilacién de Tau
extracelular y disminuy®d la hiperactividad neu-
ronal, la atrofia cerebral y la muerte neuronal
del hipocampo en un modelo de tauopatias
en ratones, disminuyendo el comportamien-
to similar a la ansiedad, la deficiencia motora

y aumentando la capacidad de memoria y la
esperanza de vida [66]. Si bien estos estudios
preclinicos parecen apuntar a un efecto pro-
tector de tener una baja actividad neuronal de
TNAP en lo que respecta a las tauopatias, hay
mucho aun que comprender sobre qué mani-
festaciones del sistema nervioso central po-
drian encontrarse en pacientes con HPP.

Tratamientos actuales y en desarrollo
Terapias de reemplazo enzimatico

TNAP dirigida al mineral dseo (Asfotase
alfa): la TNAP dirigida a mineral éseo o hidro-
xiapatita (conocida como asfotasa alfa) es una
proteina terapéutica disefiada para prevenir y
tratar las manifestaciones clinicas de la HPP.
La asfotasa alfa consiste en el polipéptido de
la TNAP, desprovisto de su dominio de ancla-
je GPI que fue reemplazado por la regiéon Fc
de inmunoglobulina humana gamma 1 segui-
da de una secuencia de 10 residuos de acido
aspartico (D,,), para conferir propiedades de
focalizacion mineral debido a la alta afinidad
de D,, por la hidroxiapatita [62,67]. En el afio
2008 demostramos que las inyecciones sub-
cuténeas diarias de asfotasa alfa en ratones
Alpl-desde el nacimiento previenen la enfer-
medad infantil [62], y también previenen los
defectos dentales extensos, incluidos denti-
na [21,283], cemento acelular [68] y defectos
del esmalte [22]. En 2012 se demostrd que la
asfotasa alfa es eficaz en bebés y nifios con
HPP grave y potencialmente letal [69], y este
producto bioldgico fue aprobado en el ambito
multinacional para la HPP de inicio pediatrico
en 2015 con el nombre de Strensiqg®. El trata-
miento de reemplazo enzimatico mejora no-
tablemente el fenotipo esquelético, la funcion
motora y el prondstico y calidad de vida de
los pacientes con HPP. Sin embargo, actual-
mente requiere de 3 a 6 inyecciones del este
producto biolégico por semana, lo que a me-
nudo conduce a reacciones en el sitio de in-
yeccion lo suficientemente graves como para
forzar la interrupcion del tratamiento [70,71] y
también es muy costoso [72]. La efzimfotase
alfa (también conocida como ALXN1850) es
una proteina recombinante de segunda ge-
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neracion, donde se introdujo una mutacién
puntual (E108M) en la molécula de TNAP para
aumentar su actividad enzimatica y se elimi-
naron 2 de los 5 sitios de glicosilacién ligados
a asparaginas (N213Q y N286Q) para mejorar
las propiedades farmacocinéticas de la enzi-
ma quimérica [73]. La region Fc también se
cambi6 de la IgG1 humana a la IgG2/4 huma-
na que contiene los dominios bisagra, CH2
y CH3. La efzimfotasa alfa parece tener una
tolerabilidad y perfil farmacocinético acepta-
bles y lograr una mayor exposicién corporal
en comparacion con la asfotasa alfa, lo que
permitiria reducir la frecuencia de inyeccio-
nes. Los ensayos clinicos estan en curso.
Una colaboracién con el grupo del profesor
Shimada que comenzé en 2007 en la reunién
de Hypophospatasia Europe en Huningue,
Francia, cuando presentamos nuestros prime-
ros estudios preclinicos de eficacia de la asfo-
tasa alfa, nos motivé a examinar la posibilidad
de utilizar vectores virales para administrar
la TNAP dirigida al mineral éseo en nuestros
modelos de ratones con HPP. Experimenta-
mos con varios tipos de vectores virales (len-
tivirus y adenovirus) expresando TNAP-D,  y
demostramos la utilidad de estos vectores en
prolongar la vida, prevenir las convulsiones y
mejorar el fenotipo esquelético de los ratones
Alpl- después de una sola inyeccion [74-78].
Recientemente se logré un refinamiento de
este principio terapéutico utilizando una Uni-
ca administracion intramuscular de un virus
adenoasociado 8 (AAV8) que codifica TNAP-
D,, para extender la vida y mejorar los feno-
tipos esquelético y dentoalveolar en ratones
Alpl”-, obviando al mismo tiempo la necesidad
de multiples inyecciones semanales en este
modelo de ratén de HPP infantil [63,79]. Este
mismo vector demostré ser eficaz para mejo-
rar la osteomalacia en el modelo Alp//*"P*1 de
HPP [80] de aparicion tardia y un modelo de
enfermedad similar a HPP causada por defi-
ciencia de Phospho1, que presenta escoliosis
de aparicion temprana, niveles plasmaticos
reducidos de TNAP, osteomalacia y proble-
mas dentales. Nuestros ultimos estudios per-
mitieron definir la dosis viral éptima tanto en
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modelos de ratones HPP infantiles como de
aparicion tardia [81] y el profesor Miyake esta
actualmente realizando estudios con primates
no humanos en Japén con la intencién de ini-
ciar ensayos clinicos en breve.

Debido a que la TNAP dirigida al mineral
6seo fue disefiada para unirse especificamen-
te a la hidroxiapatita, es ineludible que también
tenga el potencial de unirse a sitios de calci-
ficacion ectdpica y hemos demostrado que
la asfotasa alfa marcada con fluorescencia
administrada in vivo se dirige no solo a sitios
de mineralizacion esquelética y dental, sino
también a zonas calcificadas en el corazén,
la aorta y la arteria renal en modelos de ratén
[82]. Esto es preocupante, porque hemos de-
mostrado que la sobreexpresion de la TNAPR,
sea en la capa media [83] como intima [84,85],
en la vasculatura conduce a un serio compro-
miso cardiovascular. Dado que los pacientes
con HPP sometidos a tratamiento de por vida
con asfotasa alfa pueden desarrollar comorbi-
lidades asociadas con la calcificacidén vascu-
lar como la diabetes, la enfermedad renal cro-
nica o aterosclerosis, sera importante evaluar
periddicamente la funcién cardiovascular en
estos casos clinicos. En nuestro laboratorio,
hemos examinado la eficacia de la asfotasa
alfa en ratones con HPP tardia en los cuales
sobreimpusimos enfermedad crénica renal.
Nuestros hallazgos revelan que la presencia
de enfermedad crénica renal compromete la
eficacia del tratamiento en curso con asfota-
sa alfa y conllevaa una calcificacién vascular
agravada (manuscrito en revisién). Estos da-
tos ejemplifican la necesidad de evaluar cui-
dadosamente la dosificacion del tratamiento
y observar las manifestaciones extraesquelé-
ticas. Esto también ilustra la necesidad de de-
sarrollar estrategias terapéuticas alternativas
no dirigidas a minerales para la HPP.

llofotasa alfa (una forma quimeérica no dirigi-
da al hueso). En uno de nuestros trabajos con
adenovirus, observamos que el uso de una
TNAP natural sin D, [75] también prolongaria
la vida, prevendria convulsiones y mejoraria el
fenotipo esquelético de los ratones Alpl”-. Esto
nos estimulé a probar una forma quimérica no
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dirigida de fosfatasa alcalina que se estaba
desarrollando para el tratamiento de las lesio-
nes renales agudas. ChimAP (ahora llamada
llofotasa alfa) consiste en la molécula de fos-
fatasa alcalina intestinal humana pero que po-
see la corona de la isoenzima placentaria que
tiene propiedades cataliticas distintas de las
de la TNAP recombinante y una especificidad
de sustrato mas estrecha con selectividad
para LPS [86]. Las inyecciones diarias de 16
mg/kg/dia de ChimAP en ratones Alpl’- pro-
longaron la vida, previnieron las convulsiones
y mejoraron el fenotipo esquelético y dental
[80], aunque la resolucién de la osteomalacia
no fue tan profunda como la lograda con la
asofatasa alfa [87]. Recientemente, la ilofota-
sa fue evaluada clinicamente en cuanto a sus
propiedades farmacodinamicas en pacientes
con HPP [88].

Inhibicion de la ENPP1

El principal productor de PP, es la ectonucled-
tidopirofosfatasa/fosfodiesterasa 1 (ENPP1),
que hidroliza el ATP a AMP y PP.. La deficien-
cia de ENPP1 conduce a la osificacion del li-
gamento longitudinal posterior de la columna,
a la calcificacién arterial generalizada de la in-
fancia, pero también puede manifestar cambios
fenotipicos caracteristicos del pseudoxantoma
elastico que usualmente son causados por una
deficiencia en el transportador ABCC6 [89-91].
Los ratones Enpp1-- tienen niveles casi inde-
tectables de PP, plasmatico, lo que conduce a
una deposicion inadecuada de hidroxiapatita en
los tejidos blandos [92]. Diversos estudios ge-
néticos anteriores realizados por nuestro grupo
demostraron que la doble ablacion de los genes
Alpl'y Enpp1en ratones condujo a la normaliza-
cion de las concentraciones plasmaticas de PP,
y mejoras en la mineralizacion esquelética [93],
aunque la mejor fue mas evidente en el esquele-
to axial que en el apendicular [94]. Por lo tanto,
recientemente probamos la eficacia potencial
de utilizar la inhibicién de ENPP1 para disminuir
las concentraciones de PP, en el modelo de ra-
tén AlplP*" de HPP de aparicion tardia donde
justamente la patologia es mas evidente en el
esqueleto apendicular [95]. Los datos indican

que la administracién oral de un inhibidor de
ENPP1 puede ser una terapia Util en pacientes
con HPP de aparicion tardia, en quienes la asfo-
tasa alfa no ha sido aprobada.

Terapias célulares

Algunos estudios han informado acerca
de terapia basada en células para la HPP. El
trabajo pionero de Michael P. Whyte demos-
tré una mejoria en dos bebés no emparenta-
dos afectados por HPP potencialmente letal
utilizando células de médula 6sea, asi como
osteoblastos cultivados junto con fragmen-
tos 6seos [96]. Una nifla de 8 meses con
HPP infantil se someti6 a citorreducciény su
hermana le administré médula haploidéntica
empobrecida en células T. Se logré el injer-
to, pero se necesitdé médula enriquecida con
células madre mesenquimales después de 6
meses. Se observé una mejoria prolongada
de su condiciéon esquelética, pero perma-
necié pequena. La segunda nifia, una nifa
de 9 meses con HPP infantil, recibié una
combinacién de médula 6sea, fragmentos
Oseos injertados del padre y osteoblastos
de los fragmentos 6seos [97]. Cuatro me-
ses después, las radiografias demostraron
una mejor mineralizacién esquelética. Esta
paciente, 7 afios después del trasplante, se
encontraba activa y en crecimiento, y pre-
sentaba el fenotipo clinico de la forma in-
fantil mas leve de HPP. Posteriormente, dos
pacientes (un nifio de 8 meses y una nifia de
14 meses) con HPP grave se sometieron a
un trasplante de médula 6sea después de
un acondicionamiento mieloablativo segui-
do de multiples infusiones de células ma-
dre mesenquimales alogénicas expandidas
ex vivo [98]. Los donantes eran familiares
asintomaticos que albergaban variantes he-
terocigotas del gen ALPL. Se observaron
mejoras en la mineralizacién 6sea, la masa
muscular, la funcién respiratoria y el desa-
rrollo mental, lo que dio como resultado que
los pacientes estuvieran vivos a la edad de 3
afios. Sin embargo, la restauracién de la ac-
tividad fosfatasica fue limitada y no se pudo
lograr una arquitectura 6sea normal.
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También existe cierta experiencia docu-
mentada de terapias basadas en células que
utilizan los ratones Alpl”- empleando células
de médula ésea transducidas con un lentivi-
rus que expresan TNAP-D, [77]. Los ratones
tratados tenian una apariencia normal y no
experimentaron convulsiones durante el pe-
riodo experimental. Las células transducidas
injertaron y suministraron TNAP-D,  de mane-
ra eficaz de forma continua a un nivel terapéu-
tico durante al menos 3 meses.

Observaciones finales

Si bien los principales signos clinicos, sinto-
mas y complicaciones de la HPP estan relacio-
nados con una mineralizacion ésea y dental de-
fectuosa, los pacientes gravemente afectados
ahora pueden sobrevivir a su enfermedad gra-
cias a la asfotasa alfa, pero aun quedan formas
pediatricas y adultas mas leves de HPP para las
cuales no contamos con una terapia aprobada.
A medida que se conciben e implementan nue-
vas terapias, es crucial reconocer qué aspectos
de la sintomatologia de la HPP aun no estamos
mejorando para abordar con mayor eficiencia
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esas manifestaciones y ser conscientes de las
posibles consecuencias de convertir ciertos ti-
pos de células y érganos en fabricas de un pro-
ducto terapéutico. Comprender qué papel fisio-
I6gico tiene la TNAP en esos érganos ayudara
sin duda al disefio racional de nuevas terapias.
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