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RESUMEN DE LA TESIS



“CRIBADO DE HIPOFOSFATASIA EN INDIVIDUOS CON NIVELES DE FOSFATASA
ALCALINA DISMINUIDA MEDIANTE LA DEFINICION DE PERCENTILES DE FOSFATASA
ALCALINA EN UNA SELECCION DE CENTROS SANITARIOS NACIONALES”

INTRODUCCION:

La hipofosfatasia (HPP) es una enfermedad rara hereditaria progresiva y sistémica del
metabolismo calcio-fésforo, caracterizada por un déficit de actividad de la fosfatasa
alcalina (FA) debida a variantes en el gen ALPL que la codifica. La expresién de la
enfermedad es muy variada, pero con una caracteristica comun, el déficit de
mineralizacion dsea y/o dental. Existen diferentes formas de presentacién segin la edad
del paciente, siendo peor el prondstico en las de inicio mas precoz. El diagndstico se
basa en la demostracidon de unos niveles bajos de FA junto con la sospecha clinico-

radioldgica, y se confirma mediante la secuenciacién del gen responsable.

HIPOTESIS:
La definicidn de unos percentiles adecuados de FA para nuestra poblacion, de acuerdo
con la edad y sexo, puede permitir reconocer individuos con cifras bajas de FA e

identificar a pacientes con HPP.

OBJETIVOS:
El objetivo principal es definir los percentiles de la FA, correlacionados segin edad y

sexo, en nuestra poblacién espafiola.

Los objetivos secundarios son facilitar la identificacion de individuos con niveles bajos
de FA con el fin de detectar pacientes con afecciones no diagnosticadas previamente

como la HPP, asi como revisar los casos de HPP graves descritos en la literatura.
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METODOLOGIA UTILIZADA:

Se llevé a cabo un estudio observacional multicéntrico durante el periodo del 1 de enero
de 2020 al 30 de junio de 2022, en 9 centros de atencién terciaria en 6 Comunidades
Auténomas de Espaina. Se analizaron las mediciones de la actividad de la FA realizadas
durante la atencién clinica de pacientes hospitalizados y ambulatorios de todas las
edades en los hospitales incluidos. Para su determinacién se utilizé el método
estandarizado para ello y los mismos analizadores de laboratorio. Se realizé el analisis
estadistico utilizando el software estadistico R, versién 4.2.2, en el entorno de Rstudio.
Se utilizé el método "Loess" para estimar las curvas que siguen los percentiles (p2.5, p5,

p50, p95 y p97.5) del nivel de FA para ambos sexos, y segln varios grupos de edad.

RESULTADOS PRINCIPALES:

Se definen los valores de referencia de FA de nuestra poblacién espafiola, ajustados a
edad y sexo.
Se han obtenido esos valores de referencia y graficos de percentiles de la FA, ajustados

por edad y sexo, y adecuados a la poblacién espaiiola.

CONCLUSIONES:

La actividad de la FA sigue una fluctuacién dependiente de la edad y el sexo. Se han
obtenido los valores de referencia y gréficos de percentiles de la FA, ajustados por edad
y sexo, y adecuados a la poblacién espafola. Es fundamental disponer de valores de
referencia para cada poblacién ya que existen diferencias étnicas y geograficas. Esto
permite una interpretacion diagndstica correcta y precoz de las enfermedades

relacionadas con las anomalias de la FA como la HPP.

PALABRAS CLAVE:

Fosfatasa alcalina, Hipofosfatasia, Percentiles, Valores de referencia.
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“CRIBRATGE D’HIPOFOFATASIA EN INDIVIDUS AMB NIVELLS DISMINUITS DE
FOSFATASA ALCALINA MITJANGANT LA DEFINICIO DE PERCENTILS DE FOSFATASA
ALCALINA EN UNA SELECCIO DE CENTRES SANITARIS NACIONALS”

INTRODUCCIO:

L’hipofosfatasia (HPP) és una malaltia rara hereditaria, progressiva i sistemica del
metabolisme calci-fosfor, caracteritzada per un déficit d’activitat de la fosfatasa alcalina
(FA) degut a variants en el gen ALPL que la codifica. L'expressio de la malaltia és molt
variable, perdo amb una caracteristica comuna: el déficit de mineralitzacié ossia i/o
dental. Hi ha diferents formes de presentacio segons I'edat del pacient, amb un pitjor
pronostic en els casos d’inici més precoc. El diagnostic es basa en la demostracié de
nivells baixos de FA juntament amb la sospita clinica-radiologica, i es confirma

mitjancant la seqlienciacié del gen responsable.

HIPOTESI:
La definicid de percentils adequats de FA per a la nostra poblacid, d’acord amb I'edat i
el sexe, pot permetre reconeixer individus amb xifres baixes de FA i identificar pacients

amb HPP.

OBJECTIUS:
L’objectiu principal és definir els percentils de la FA, correlacionats segons edat i sexe,

en la nostra poblacié espanyola.

Els objectius secundaris son facilitar la identificacié d’individus amb nivells baixos de FA
amb la finalitat de detectar pacients amb afeccions no diagnosticades préviament com

I’'HPP, aixi com revisar els casos greus d’"HPP descrits a la literatura.
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METODOLOGIA UTILITZADA:

Es va dur a terme un estudi observacional multicéntric durant el periode de I'1 de gener
de 2020 al 30 de juny de 2022, en 9 centres d’atencid terciaria de 6 Comunitats
Autonomes d’Espanya. Es van analitzar les mesures de I'activitat de la FA realitzades
durant I'atencié clinica de pacients hospitalitzats i ambulatoris de totes les edats als
hospitals inclosos. Per a la seva determinacié es va utilitzar el métode estandarditzat
corresponent i els mateixos analitzadors de laboratori. L’analisi estadistica es va realitzar
utilitzant el programari estadistic R, versid 4.2.2, en I’entorn de RStudio. Es va utilitzar el
meétode "Loess" per estimar les corbes que segueixen els percentils (p2.5, p5, p50, p95 i

p97.5) del nivell de FA per a ambdds sexes, i segons diversos grups d’edat.

RESULTATS PRINCIPALS:

Es defineixen els valors de referéncia de FA de la nostra poblacié espanyola, ajustats
per edat i sexe.
S’han obtingut aquests valors de referencia i grafics de percentils de la FA, ajustats per

edat i sexe, i adequats a la poblacié espanyola.

CONCLUSIONS:

L'activitat de la FA presenta una fluctuacié dependent de l'edat i el sexe.
S’han obtingut els valors de referéncia i els grafics de percentils de la FA, ajustats per
edat i sexe, i adequats a la poblacié espanyola. Es fonamental disposar de valors de
referéncia per a cada poblacid, ja que existeixen diferéncies etniques i geografiques.
Aixd permet una interpretacio diagnostica correcta i precog de les malalties relacionades

amb anomalies de la FA com I’"HPP.

PARAULES CLAU:

Fosfatasa alcalina, Hipofosfatasia, Percentils, Valors de referéncia.
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1.INTRODUCCION



1.1. MARCO HISTORICO

La fosfatasa alcalina (FA) fue descubierta en 1923 por Robert Robison, quien sugirié que
esta enzima tenia un papel fundamental en la mineralizacidon esquelética liberando
fosfato inorganico (Pi) para facilitar la formacion de cristales de hidroxiapatita(1-7).
Robison demostré el peculiar pH alcalino 6ptimo de esta enzima. Sin embargo,
reconocié que esto no era fisioldgico y por tanto nunca se referia a “fosfatasa alcalina”

y llamé a su descubrimiento “fosfatasa 6sea” (7).

Al inicio de la década de 1930, se obtuvo un conocimiento clinico significativo al medir
la FA en sueroy evidenciar que la hiperfosfatasemia generalmente indicaba enfermedad

esquelética o enfermedad hepatobiliar (7).

En 1948, el médico canadiense John C. Rathbun acuiié el término "hipofosfatasia" (HPP)
para describir la anomalia del desarrollo que llevd a la muerte a un paciente de 2 meses
de edad que presentaba raquitismo y convulsiones, y tenia una actividad de FA baja en
suero, asi como en el hueso y en otros tejidos objetivados en la autopsia(3,8,9). Fue
entonces cuando se describié por primera vez la HPP como una enfermedad
caracterizada por un defecto en la mineralizacién dsea y dentaria, secundaria a una
actividad baja de la FA. Poco después, se hizo evidente que esta enfermedad era una

condicion hereditaria.

Existen, no obstante, varios casos reportados de hasta 20 anos previos a la fecha del
descubrimiento de Rathbun que indudablemente correspondian a la misma entidad(10).
En 1929, Huhne describe a un paciente con un sindrome claramente reconocible como
HPP(11). En 1938, Kubatsch describid el caso de un paciente con lagunas déseas en el
craneo, cuyos padres presentaban sinostosis(12). Anspach en 1939, evidencid
hipercalcemia con alteraciones dseas sugestivas de HPP en un nifio(13). En ninguno de

estos casos constaba el valor de FA.

Macey describié en 1940 a dos hermanos con HPP que presentaban raquitismo severo
y multiples fracturas en la edad adulta(14). En 1953, Sobel realizé grandes avances en
el conocimiento de esta enfermedad(15). La pérdida prematura de los dientes

permanentes emergié como una caracteristica tipica en los nifos afectados que, junto
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con la deficiente actividad de la FA en los tejidos como hueso, cartilago, higado y dientes,
establecid a la HPP como un error innato del metabolismo y, por lo tanto, vinculé la
enzima a la mineralizacidon esquelética, tal y como postuldé en 1923 su descubridor

Robert Robison(3,15).

Fue en 1955 cuando Fraser y McCance descubrieron que la excrecion en orina de
fosfoetanolamina (PEA) era un factor integral en esta enfermedad. Mostraron que los
pacientes con HPP solian tener niveles elevados en orina, aunque también podia

detectarse en niveles normales en pacientes afectos(16,17).

En 1960, la microscopia electrénica rejuvenecié la hipdtesis de Robison cuando se
descubrieron los primeros cristales de hidroxiapatita dentro de las vesiculas matriciales
Oseas(7,18). Estas vesiculas presentes en la superficie de condrocitos, osteoblastos y
odontoblastos son ricas en varios fosfolipidos, colageno y FA, entre otros. La
mineralizacion ésea ocurre en dos etapas(19). La primera comienza con la formacion de
cristales de hidroxiapatita dentro de las vesiculas de matriz. En la segunda etapa, el
cristal formado penetra la membrana de la vesicula de la matriz y se elonga dentro del
espacio extracelular de la matriz. El liquido extracelular contiene calcio y fdsforo
inorganico suficientes para soportar la formacidon continua de nuevos cristales de
hidroxiapatita. Esta se propaga en acUmulos alrededor de las vesiculas de matriz
rellenando el espacio entre las fibrillas de colageno presentes en la matriz. Para que la
mineralizacidn normal continlde se necesita un ajustado balance entre los niveles de Pi
y de pirofosfato inorganico (PPi) extracelular. El PPi antagoniza la habilidad del Pi para
cristalizar con el calcio y formar hidroxiapatita y, por lo tanto, suprimir la propagacion
del cristal de hidroxiapatita. Se han identificado tres moléculas que son reguladores
centrales de los niveles extracelulares de PPiy Pi, siendo una de ellas, la FA no especifica

de tejido (TNSALP, por sus siglas en inglés)(19,20).

En estudios post-mortem realizados hace afios en pacientes con HPP, mostraron
deficiencia de la actividad de FA en hueso, higado y rifidn, mientras que se encontré
actividad normal de FA en intestino y placenta(7,21-23). Posteriormente, la informacion
obtenida de péptidos de FA purificados de drganos sanos, indicaron la deficiencia
selectiva de las isoformas de la TNSALP en la HPP(6). Por lo tanto, se establecio que la

HPP es un error innato del metabolismo y se pudo predecir su base genética(3,6).
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En 1988, se reporto la secuencia de nucledtidos de la TNSALP, y ese mismo afio, a partir
de la investigacion de HPP, también se identificd la primera mutacién de TNSALP,
también conocido como ALPL(24). Actualmente, se han catalogado mas de 400
mutaciones de la TNSALP a partir del estudio de casos de HPP(3,6,25-27). Los casos
esporadicos son raros(3,6). La transmisién autosémica dominante (AD) y autosdmica
recesiva (AR) de entre estas mutaciones tipicamente sin sentido o missense que ocurren
en la TNSALP, explican en gran medida la HPP leve frente a la grave respectivamente, asi

como la extraordinaria y amplia variabilidad clinica y gravedad de la HPP(5,6,9,28).
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1.2. HIPOFOSFATASIA

1.2.1. Concepto.

La HPP se define como un error innato del metabolismo, de herencia AD o AR, con un
extraordinario rango de gravedad, caracterizado por unos niveles séricos bajos de FA
debidos a variantes patégenas en el gen ALPL que codifica la TNSALP(3,5,6,25,29,30). Se
trata de una enfermedad “rara” del metabolismo fosfocadlcico, hereditaria, progresiva,
sistémica y de gran heterogenicidad clinica, que va desde formas extremadamente
graves y mortales como las de debut neonatal, diversas formas de afectacién de la
mineralizacion dsea, hasta adultos jovenes con pérdida dental prematura sin ningln

otro sintoma.

1.2.2. Fisiopatologia.

La FA es una enzima esencial en el proceso de mineralizacidon dsea y dental. En los seres
humanos, cuatro genes son responsables de codificar la FA. Tres genes (ALPI, ALPP y
ALPPL2) codifican las tres isoenzimas especificas de tejido (intestinal, placentaria y de
células germinales especificas de tejido, respectivamente), mientras que el cuarto gen
(ALPL) codifica la TNSALP que es abundante en el esqueleto, higado, rifiones y dientes
en desarrollo, representando el 95% de la actividad sérica total de la FA (3,31,32).
Aungue el nombre de este gen humano es ALPL, el cual denota FA del higado (del inglés,
liver alkaline phosphatase), se desconoce si la TNSALP tiene alguna funcion en el higado.
En realidad, la TNSALP es una familia de isoformas que se diferencian por modificaciones

postraduccionales de las proteinas(32).

Los términos isoenzimas, formas multiples e isoformas, se usan indistintamente en la
bibliografia. De forma mas rigurosa la palabra “isoenzima” se aplica a las proteinas
especializadas como enzimas, que catalizan la misma reaccién, tienen similar
especificidad de sustrato y diferente estructura molecular, y se las reconoce como
formas multiples de una enzima. Asi pues, las isoenzimas estan codificadas por
diferentes genes, mientras que las “isoformas” son productos del mismo gen con

modificaciones después de la traduccion(32).
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Concretamente, la FA presenta cuatro isoenzimas segun el tejido donde se exprese: no
especifica de tejido (TNSALP), intestinal (IALP), placentaria (PALP) y de origen neoplasico
(32). Los loci para las isoenzimas TNSALP se encuentran cerca del extremo distal del
brazo corto del cromosoma 1 (p36.1-p34) y para las isoenzimas IALP y PALP estan

ubicados cerca del extremo del brazo largo del cromosoma 2 (Figura 1)(32,33).

Loci genéticos
[ 1

Cromosoma 1 Cromosoma 2
0 ® @
| Nogsesxp;"cgﬂgm '-I S;:::,"u [Placqnlanﬂ [ Intestinal ]
l .

Glicosilaciéon Mutaciones ‘o -Haterodlm:nueibn
diferencial patogenas Numerosas 4
1 en hueso aleloenzimas Intestinal fetal
Variantes
especificas
Expresion Expresion Expresion
inapropiada inaproplada inapropiada
en cancer en cancer en cancer
(Nagao) (Regan) (Kasahara)

Rinon Higado Hueso Otros
1

'
Modificaciones somaticas en cancer

Figura 1. Identidades, asignaciones cromosdmicas y principales expresiones
fisiopatoldgicas de los genes que codifican para las FA humanas. Fuente: adaptado y
modificado de referencias (32,33).

La TNSALP tiene numerosas propiedades en los tejidos mineralizados, como controlar la
concentracion de PPi y contribuir a la mineralizacién de la matriz extracelular. Las
funciones de la TNSALP en los tejidos extracalcificados son poco conocidas. La TNSALP
metaboliza los lipopolisacaridos y participa en la desintoxicacién de estos. Y como ya se
ha mencionado, se expresa esencialmente en células residentes en los dientes y los
huesos, en el higado, el rifidén y el cerebro. La enzima esta presente tanto anclada en la
superficie externa de las células como los osteoblastos como en la circulaciéon. Otras dos
isoformas contribuyen a los niveles circulantes medidos de FA total, la placentaria y la
intestinal. La FA placentaria es insignificante, y la FA intestinal representa
aproximadamente el 20 % de la FA sérica adulta(25,34). En los nifios, especialmente en

los lactantes y adolescentes que crecen rdpidamente, la isoforma ésea predomina
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cuando se mide en el suero; en los adultos, tanto la TNSALP hepdatica como la dsea estan

presentes en cantidades aproximadamente equivalentes.

Los principales sustratos de TNSALP son el piridoxal 5’-fosfato (PLP), PPi y la PEA,
considerandose los dos primeros los principales sustratos fisioldgicos(25,35—40). La
enzima TNSALP inicia el proceso de mineralizacién de la matriz extracelular mediante la
degradacion enzimatica del PPi extracelular, un potente inhibidor de la mineralizacion,
en Pi (Figura 2). TNSALP también puede desfosforilar la osteopontina, disminuyendo asi
su funcidn inhibidora de la mineralizacién. La enzima se expresa en la superficie externa

de los osteoblastos y condrocitos, asi como en sus vesiculas de matriz(25).

En las células 6seas sanas, TNSALP defosforila el

pirofosfato inorgénico liberando fosfato inorgénico.
El fosfato inorgénico se une al calcio
para formar cristales de hidroxiapatita
que mineralizan el hueso.

.'.

\\“ 11177,
\\\\\“ 7
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En pacientes con HPP, la actividad deficiente de la enzima determina el acimulo de
dichos sustratos y el desarrollo de las manifestaciones de la enfermedad(3,37). Asi pues,
la acumulacién extracelular de PPi inhibe la formacion de cristales de hidroxiapatita,
induciendo a una mineralizacién defectuosa con consecuentes alteraciones esqueléticas

como raquitismo y osteomalacia, asi como pérdidas dentales (Figura 3).
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En las células 6seas sanas, TNSALP defosforila el

pirofosfato inorganico liberando fosfato inorgénico.
El fosfato inorgénico se une al calcio
para formar cristales de hidroxiapatita
que mineralizan el hueso.
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Por otro lado, el PLP es el metabolito activo de la vitamina Bs o piridoxina, cofactor
esencial de neurotransmisores inhibidores cerebrales(20,41,42). La TNSALP interviene
en la desfosforilacién del PLP a piridoxal, necesario para que pueda atravesar la barrera
hematoencefélica (Figura 4). El PLP es un cofactor esencial de neurotransmisores
inhibidores como el dcido gamma-aminobutirico(20,26,43—-45) . El déficit de actividad
de TNSALP conllevaria por tanto, a una deficiencia central de vitamina Bes pese al
acumulo plasmatico de PLP, produciendo las caracteristicas convulsiones piridoxin-

dependientes de las formas clinicas neonatales y del lactante(29).
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En pacientes afectos de HPP, se han encontrado niveles elevados de PEA en
orina(3,5,37,40,46). Aunque su metabolismo exacto por TNSALP no se ha dilucidado por
completo, su determinacién en orina podria servir también como marcador de la
enfermedad aunque menos confiable para el diagndstico, ya que puede no elevarse en

casos leve de HPP (25,28).

La mayor parte de la fisiopatologia estudiada de la HPP se centra en los huesos y en los
dientes, los principales 6rganos diana de la TNSALP(25). Es evidente que la enfermedad
no se limita a estos tejidos, lo que dificulta su reconocimiento clinico para los médicos.
Muchos otros tejidos y 6rganos se ven afectados, pero su fisiopatologia subyacente

sigue siendo desconocida(25,28).

1.2.3. Prevalencia.

La prevalencia de la enfermedad no se ha determinado claramente debido a la dificultad
para establecer el diagndstico en pacientes con formas leves (formas dominantes con
fenotipo dental o 6seo aislado, por ejemplo) o formas benignas prenatales(25). La HPP

se distribuye en todo el mundo, aunque con una prevalencia muy variable.

La prevalencia estimada y comiUnmente citada en la literatura en Europa es de 1 caso/
300.000 nacimientos en las formas graves de HPP, y particularmente alta en Canadd con
1 caso por cada 100.000 nacimientos(6,25,28,47). En cuanto a las formas menos graves,
incluidas las de los adultos, la prevalencia es dificil de estimar, debido a la variedad de

presentacion clinica y la frecuencia de casos no diagnosticados.

En 2011, Mornet et al. (26) propusieron un modelo genético mediante la experiencia del
analisis de TNSALP, basado en la proporcién de mutaciones dominantes entre los alelos
“graves” y en la penetrancia estimada de la enfermedad en heterocigotos para las
mutaciones dominantes, estimando la prevalencia de las formas moderadas o leves en
la poblacién europea de 1 de cada 6.370 nacimientos (3,9,25,26,28,29,47). No obstante,
se han publicado estimaciones adicionales en poblaciones étnicas mds prevalentes en
HPP como la poblacién menonita de Canada donde se estima que 1 de cada 25
individuos son portadores de una variante de TNSALP y aproximadamente 1 de cada
2.500 recién nacidos vivos manifiesta HPP en su forma mds grave y las formas
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perinatales letales en Japdn(3,6,29,41). En los Estados Unidos, la HPP parece ser mas
frecuente en personas de raza blanca que en personas de raza negra, tal vez explicado
en parte por dos variantes prevalentes de TNSALP que causan HPP AD en los blancos(6).
Puede ser que varios miles de nifios estadounidenses estén afectados, pero

predominantemente con enfermedad leve(6,44).

1.2.4. Presentacion clinica.

La HPP es una enfermedad heterogénea que puede manifestarse a cualquier edad y con
amplio rango de gravedad. El diagndstico puede realizarse en el periodo prenatal, al
nacimiento, durante la infancia o la adolescencia, o en la edad adulta, por ejemplo, por
una fractura atipica. Existe pues una amplia variabilidad clinica de la enfermedad,
incluso entre individuos con el mismo genotipo o dentro de la misma familia, desde
casos de muerte intradtero por alteracién severa de la hipomineralizacion ésea, a casos
de caida precoz de la denticién en la edad adulta exclusivamente(26,48-52). No
obstante, ciertos signos, sintomas o complicaciones de la HPP pueden ser mas comunes
segln la edad del paciente. Su prondstico esta condicionado principalmente por las
alteraciones esqueléticas, que generalmente reflejan la edad del paciente en el

momento de la presentacion.

La nosologia clinica iniciada por Fraser en 1957 se ha ampliado y refinado(3,10).
Tradicionalmente se clasifica en una forma de afectacidon odontoldgica exclusivamente
o odontohipofosfatasia, y en 5 subtipos de afectacién sistémica dependiendo del
momento del inicio de los sintomas, con severidad y prondsticos muy diferentes: cuatro
formas pedidtricas que son perinatal letal, perinatal “benigna”, infantil, juvenil, y una
adulta(29,31,51-54). Sin embargo, estos subtipos pueden solaparse, por ejemplo, la HPP
infantil y la juvenil comparten algunos sintomas clinicos, y los pacientes con HPP del
adulto a menudo ya tenian algunos sintomas clinicos en la nifiez. Ademas, esta
clasificacién es muy util debido a su simplicidad, pero no refleja el continuo fenotipico
de la enfermedad y a menudo reduce a los pacientes adultos a formas “leves” aunque
pueden presentar complicaciones incapacitantes de su enfermedad(25). Esta

clasificacién omite la evolucion de la enfermedad en cuanto a carga de enfermedad a lo
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largo de la vida. Pacientes aparentemente no afectados durante su infancia, pueden
desarrollar mas tarde afecciones reumatoldgicas, ortopédicas y metabdlicas que

conducen a una discapacidad severa(25).

La Figura 5 muestra una representaciéon esquematica de la clasificaciéon actual de los
pacientes con HPP segln la edad de los primeros sintomas y la herencia. La gravedad de
la enfermedad esta determinada por la edad en el que aparecen los primeros sintomas,
asi pues, a menor edad de inicio de los sintomas, mayor es la gravedad(26,48,55-57).
Una excepcién es la HPP benigna prenatal donde los primeros sintomas son
concomitantes con la forma letal perinatal de HPP, pero regresan espontdneamente a
una forma no letal de HPP. La odontohipofosfatasia puede ocurrir a cualquier

edad(6,43,51,58).

ODONTOHIPOFOSFATASIA

PERINATAL

Herencia AD o AR Herencia AR

Figura 5. Representacidn esquematica de la clasificacion actual de los pacientes con HPP
segun la edad de los primeros sintomas y la herencia. Figura original.

La herencia recesiva se puede observar en pacientes con todas las formas clinicas,
mientras que la herencia dominante se observa sélo en pacientes con formas menos
graves (formas benignas infantiles, adultas y odontoldgicas)(3,28,41,55,58). El limite

entre el fenotipo HPP mas leve y el fenotipo normal es vago, particularmente para
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adultos que son heterocigotos para una mutacién ALPL recesiva y pueden expresar
sintomas inespecificos, como osteoporosis, dolor musculoesquelético y calcificaciones,
gue son comunes en la poblacién general y no necesariamente atribuibles a esta

heterocigosidad(26).

Recientemente se ha descrito otra entidad llamada pseudohipofosfatasia que se
asemeja a la forma infantil, pero con una actividad normal o incluso ligeramente
aumentada de la FA, que podria deberse a circunstancias intercurren-

tes(3,6,29,54,56,59).

1.2.4.1. HPP perinatal grave o letal.

Las formas de inicio precoz o las de debut neonatal suelen ser de peor prondstico y
potencialmente letales, debido a las alteraciones esqueléticas graves que producen, asi

como las manifestaciones extrasistémicas como las convulsiones.

La forma perinatal letal es la forma mas grave de la enfermedad, con herencia AR
exclusivamente, y rara, afectando a 1 de cada 300.000 recién nacidos vivos en Europa,
1 de cada 182.000 en Japdn, y 1 de cada 100.000 en Canad3, con la excepcion de las
familias menonitas de Manitoba, en quienes la prevalencia es alta (1/2.500)
(3,6,30,41,43,53,60). Los signos ecograficos son observables ya intrautero, siendo la
supervivencia minima, frecuentemente con muerte fetal intrauterina o neonatal
durante los primeros dias o semanas(41,55). Lo mas caracteristico son las
manifestaciones secundarias a la hipomineralizacion grave como reflejan las
alteraciones esqueléticas con el tipico acortamiento e incurvacién de huesos largos
(Figura 6), fragilidad dsea, ausencia de osificacién de la béveda craneal (o el llamado
caput membranaceum), espolones osteocondrales, y deformidades toracicas similares
al raquitismo con hipoplasia pulmonar secundaria. Otras manifestaciones tipicas son el
Ilanto agudo, las apneas periddicas con cianosis y bradicardia, la fiebre inexplicable, las
convulsiones piridoxin-dependientes que responden a la vitamina Bs, y en ocasiones
hemorragia intracraneal(3,6,29,31,42,43,61). En consecuencia, se debe considerar la

HPP en los recién nacidos que presentan convulsiones vitamina Bs-dependientes.
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Figura 6. Neonato con HPP perinatal grave. Deformidad severa de extremidades superiores e
inferiores, con pliegues cutdneos en acordedn, secundarios a hipomineralizacion dsea
subyacente. Material propio autorizado.

El hallazgo de los espolones osteocondrales, que pueden perforar la piel y protruir
lateralmente en la diéfisis del cubito o del peroné, ya sea mediante ecografia prenatal

como al evidenciarlos al nacimiento, suelen ser patognomonicos de HPP(44,59).

Algunos neonatos afectados viven unos dias, pero el compromiso respiratorio
progresivo debido a las malformaciones toracicas y los pulmones hipoplasicos suele ser

la causa de la muerte.

1.2.4.2.  HPP perinatal benigna

La forma neonatal menos grave o mal llamada “benigna”, de herencia AR o AD a
diferencia de la forma letal, se caracteriza también por las mencionadas alteraciones
esqueléticas por hipomineralizacién, también visibles prenatalmente, pero con una
mejoria espontdnea tras el parto con un prondstico favorable, aunque se desconoce la
evolucién natural a largo plazo(62). Tal y como se ha mencionado previamente, el
diagndstico prenatal de HPP generalmente sugiere su forma grave, pudiendo conducir a
una interrupcién de la gestacidn, una muerte fetal intradtero o al nacimiento de un
recién nacido afectado por la forma grave de la enfermedad. A diferencia de las formas
graves, en fetos con HPP benigna prenatal, la ecografia fetal también muestra huesos
largos mas cortos y arqueados, pero no van acompainados de espolones osteocondrales
o fracturas(26,63). Los neonatos afectos presentan pues acortamiento y arqueamiento
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de las extremidades, y a menudo hoyuelos superpuestos a las deformidades de los
huesos largos. Sin embargo, se han descrito varios casos de mejoria espontanea durante
el tercer trimestre del embarazo o en los primeros meses o afios de vida. El andlisis
cuidadoso de las ecografias prenatales, las radiografias postnatales, y los marcadores
bioquimicos y moleculares son necesarios para discriminar una HPP perinatal benigna

de una forma letal de la enfermedad(25,26).

1.2.4.3. HPP del lactante

La forma del lactante, con debut clinico antes de los 6 meses de vida es de herencia AR.
Su expresividad clinica es especialmente amplia. Los sighos mas caracteristicos de la HPP
del lactante son los dolores osteomusculares, con o sin fractura, deformidades
esqueléticas similares a las observadas en el raquitismo, fallo de medro, debilidad
muscular o hipotonia y retraso de adquisiciones motoras(31). Las alteraciones
esqueléticas secundarias a la hipomineralizacién, pueden ser leves o graves, con térax
raquitico, incurvacién de huesos largos, fracturas dseas y alteraciones craneofaciales
(3,25,31). Las suturas craneales pueden percibirse amplias, las cuales son una ilusién
causada por la disminucion de la osificacion del craneo, produciéndose una
craneosinostosis funcional con abultamiento de la fontanela anterior y un aumento de
la presién intracraneal con papiledema. Las escleréticas pueden ser azules. Estas formas
clinicas pueden incluir también convulsiones dependientes de vitamina Bes e hipotonia
grave. La aparicion de convulsiones, que a veces se manifiestan antes de los cambios
esqueléticos, sugieren un resultado letal, asi como el empeoramiento de la enfermedad

esquelética porque eventualmente causara complicaciones respiratorias(6).

La hipercalcemia e hipercalciuria, secundarias a una reduccion de la secrecién de
hormona paratiroidea (PTH) y al bloqueo de la entrada de minerales al esqueleto,
pueden inducir vomitos recurrentes, nefrocalcinosis y compromiso renal(3,6,43). En

estos casos sera necesario un seguimiento ecografico periddico.

El prondstico de la HPP del lactante es variable en funciéon de la gravedad de las

manifestaciones clinicas, siendo peor si se presentan convulsiones. Asi pues, el fenotipo
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de las formas mds graves de este tipo de HPP se solapa frecuentemente con la forma

perinatal letal(29).

Aunque la forma del lactante suele ser menos grave que la perinatal, los cambios
radiograficos también pueden ser patognomonicos(3). Puede verse una transicion
abrupta de diafisis normales a metéfisis mal calcificadas, sugiriendo un deterioro
metabdlico repentino(6), una mineralizacion defectuosa del esqueleto, o bien una

desmineralizacién gradual, asi como fracturas y deformidades dseas.

1.2.4.4. HPP infanto-juvenil

Los nifios afectos del subtipo infanto-juvenil, de herencia tanto AR como AD, debutan
después de los 6 meses de vida, mayoritariamente tras el primer afio de vida. Los
sintomas varian mucho en esta forma de HPP infantil, sin una caracteristica clinica Unica,
y con una gravedad variable(43). También presentan alteraciones esqueléticas vy
deformidades raquiticas, fracturas recurrentes, fallo de medro, talla baja, fatigabilidad
exagerada y las manifestaciones descritas de la forma del lactante. La baja estaturay la
debilidad muscular contribuyen al retraso del desarrollo motor. La debilidad muscular,
gue se asemeja a una miopatia no progresiva, puede causar rigidez, retraso en la marcha
y un andar erratica o “marcha de pato”(3). El dolor esquelético también puede ser

significativo.

Por lo general, las radiografias de los principales huesos largos revelan defectos focales
caracteristicos del cartilago que se proyectan desde las placas de crecimiento hacia las
metafisis. Estos a menudo se describen como “lenguas” de radiolucencia
(3,6,7,28,41,43,64,65). Esto puede diferenciar la HPP de otras formas de raquitismo y
displasias metafisarias(3,6). En ocasiones, estas manifestaciones de este subtipo de HPP
pueden mejorar o incluso remitir en la edad adulta, quizds debido a la fusién de las

placas de crecimiento(6).

En esta forma clinica, son caracteristicas las alteraciones dentales como el retraso en la
erupcién y pérdida prematura de la denticion, es decir, antes de los 5 afios, sin dolor, sin
reabsorcién radicular debido al poco cemento que recubre la raiz (signo muy
caracteristico), con agrandamiento de las camaras pulpares y pérdida del hueso
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alveolar(3,25,29,43). Los dientes de leche se desprenden sin sangrado v,
sorprendentemente, con la raiz intacta. Esta pérdida prematura de algunos dientes
temporales ocurre casi invariablemente, pudiendo ser en su totalidad en las formas mas
graves(3). Si bien el prondstico para la denticién permanente es mejor, problemas
posteriores mal caracterizados pueden reaparecer y provocar el uso de prétesis en la

vida adulta(6).

En este subtipo, los nifios afectos también suelen tener niveles de PTH y vitamina D

normales, por lo que raramente presentardn hipercalcemia o hipercalciuria.

A diferencia de la HPP del lactante, la forma infantojuvenil no causa convulsiones

dependientes de la vitamina Be.

En todas las formas de presentacidn en la edad pediatrica debera siempre considerarse
el riesgo de craneosinostosis recomenddndose seguimiento neuroldgico hasta la

adolescencia.

1.2.4.5. HPP del adulto

Las formas de HPP del adulto suponen un desafio ya que sus manifestaciones a menudo
se atribuyen a otras patologias, o bien su expresion clinica es mas leve que en el nifio y
pasan desapercibidas. Suele presentarse tipicamente durante la mediana edad. No
obstante, algunos pacientes relatan caida dental precoz o historia de raquitismo en la
infancia(6). En la HPP del adulto, es caracteristico el dolor musculoesquelético, la
condrocalcinosis por depdsito de pirofosfato calcico o pseudogota, las fracturas
recurrentes o las pseudofracturas por estrés del metatarsiano, fractura femoral

subtrocantérea, condrocalcinosis, entesopatias o periartritis calcificadas(3,6,28).

Las pseudofracturas femorales generalmente ocurren proximal y lateralmente en la
region subtrocantérea en adultos con hipofosfatasia, a diferencia de su predileccién por
el cuello femoral en otras osteomalacias(6,39,43,56,58). De esta manera, estas fracturas
se parecen a las lesiones prodromicas que a veces se encuentran con la terapia

antirresortiva para la osteoporosis(6,66).
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La HPP en adultos, debido a fracturas recurrentes, dolor éseo y articular, y la debilidad

muscular, puede ser en ocasiones muy incapacitante(27,28,41,46,59,67,68).

1.2.4.6. Odontohipofosfatasia o HPP dental

La odontohipofosfatasia, la forma mas leve de la enfermedad y probablemente la mas
frecuente, corresponde a la forma clinica manifestaciones exclusivamente dentales, sin
asociar alteraciones éseas ni articulares ni musculares, pudiendo presentarse a
cualquier edad tras el inicio de la denticién(3,6,43,51,58). El complejo dentoalveolar, es
decir, el diente y los tejidos conectivos periodontales, incluye cuatro tejidos Unicos:
esmalte, dentina, cemento y hueso alveolar, los cuales pueden verse todos afectados en
la HPP(51). Como ya se ha comentado en la forma infantojuvenil donde es caracteristica
la pérdida de piezas dentales, ésta se produce de forma prematura, sin dolor, y con la
raiz del diente intacta, ya que la deficiencia caracteristica de cemento mineralizado
altera la unién de la raiz del diente con el ligamento periodontal (Figura 6) y es
patognomonica de HPP(51). Por lo general, primero se caen los incisivos inferiores y
luego los superiores. Por lo demas, las personas con la forma exclusivamente dental

tienen buena salud.

Como ya se ha comentado, esta forma clinica puede estar presente a cualquier edad. Su

herencia es tanto AR como AD y su prondstico es mejor al ser su manifestacion clinica
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menos grave. No obstante, se conoce que la gravedad de la enfermedad se relaciona
con el nimero de piezas dentales perdidas y es inversamente proporcional a la edad de
la primera pérdida(29). Debe hacerse un seguimiento en los cuadros clinicos
compatibles inicialmente con esta forma de presentaciéon ya que potencialmente
podrian asociarse posteriormente con otras alteraciones y no ser realmente una

odontohipofosfatasia.

1.2.4.7.  Pseudohipofosfatasia

La pseudohipofosfatasia es similar a la HPP infantil, excepto que la actividad de la FA
sérica esta dentro del rango normal o aumenta por las condiciones no fisioldgicas
utilizadas en los laboratorios clinicos para analizar esta enzima(3,6,54,56,61). Sin
embargo, la mayoria de los informes de pseudohipofosfatasia parecen representar una
falta de reconocimiento de la necesidad de rangos de referencia dependientes de la
edad para evaluar la actividad de la FA sérica, tal vez una correccién transitoria de la HPP
como resultado de una fractura o una enfermedad intercurrente, o un énfasis excesivo

en relacion con elevaciones leves en los niveles de sustratos de TNSALP(3,6).

1.2.5. Diagndstico de HPP.

El diagndstico de HPP se basa fundamentalmente en la persistencia de hipofosfatasemia
(activada sérica baja de la FA), sin antecedentes de una determinaciéon normal y fuera
de una situacion aguda, junto con una historia clinica y/o radiologia compatible, aunque
podria darse en ausencia de manifestaciones esqueléticas como en las formas
paucisintomaticas(6,29,58,69). La elevacion de los sustratos de la FA como el PLP, suele

ser el parametro que contribuye al diagndstico junto con los niveles bajos de FA(70).

1.2.5.1. Hipofosfatasemia

La hipofosfatasemia constituye el sello bioquimico para el diagnéstico de HPP y deberia

ser el primer escaldn diagndstico ante cualquier sospecha clinica. Debe tenerse en
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cuenta que en formas leves de HPP, los niveles de actividad de FA pueden observarse
tan solo ligeramente reducidos o incluso en el limite inferior de la normalidad. Ademas,
existen otras muchas condiciones clinicas o patologias que pueden cursar con una
actividad baja de la FA, por lo que deben identificarse y realizar un correcto diagndstico
diferencial antes de proceder al diagndstico de HPP (Tabla 1). Siempre que sea posible,
debe descartarse la deficiencia de zinc o de magnesio. El hipotiroidismo y el
hipoparatiroidismo también contribuyen a una disminucidén de la FA. Las situaciones
clinicas con impacto nutricional marcado como la desnutricién, la celiaquia, la
deficiencia de vitamina C y la inmovilizacidon prolongada pueden disminuir la FA y
presentar sintomas similares a los de la HPP. Del mismo modo, tratamientos
prolongados de resorcidn désea como los bifosfonatos, frecuentemente prescritos
inadecuadamente para las fracturas relacionadas con la fragilidad ésea y atribuidas a
osteoporosis primaria en pacientes con HPP, disminuyen los niveles de FA. Ademads, una
evaluacién de la funcién hepatica, renal y hematoldgica también es necesaria, ya que la
anemia perniciosa, la enfermedad de Wilson, la intoxicacion por vitamina D, el sindrome
de Cushing, entre otras condiciones, podrian cursar con hipofosfatasemia
(3,6,28,43,45,56,69,70). Las transfusiones de sangre o plasma y la cirugia cardiaca

también pueden disminuir los valores de FA(45,71,72).

Existen otras dos situaciones que requieren una atencién particular. La primera es la
interpretacion de los valores de la FA durante el periodo neonatal, en el que los valores
de FA varian mucho durante los primeros tres meses de vida y pueden ser de dificil
interpretacion, y mds aun en el recién nacido prematuro. La segunda situacién para
tener en cuenta son aquellas patologias que alteren significativamente la masa ésea del
lactante donde los niveles de FA también pueden estar disminuidos, como sucede en la
osteogénesis imperfecta severa, sobre todo el tipo Il, en la que las manifestaciones
clinicas pueden ser muy similares a las formas neonatales severas de la HPP. En estos
casos, sera de gran ayuda, y debera considerarse, la determinacién de los sustratos de

la FA, siendo el PLP el mas accesible a nivel de laboratorio.
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CAUSAS DE HIPOFOSFATASEMIA

CAUSAS PRIMARIAS O HIPOFOSFATASEMIA PERSISTENTE

Hipofosfatasia

Displasia Cleidocraneal
Osteogénesis Imperfecta tipo Il
Hipofosfatasemia Benigna Familiar

CAUSAS SECUNDARIAS O HIPOFOSFATASEMIA TRANSITORIA

Trastornos endocrinos
Sindrome de Cushing
Hipotiroidismo
Hipoparatiroidismo
Alteraciones hematoldgicas
Anemia severa
Anemia perniciosa
Transfusidon masiva reciente
Mieloma multiple
Deficiencias nutricionales
Malnutriciéon
Inmovilizacion prolongada
Déficit de Vitamina C, Zinc o Magnesio
Hipervitaminosis D
Sindrome Milk-alkali
Causas técnicas
Muestra inadecuada (oxalato, EDTA)
Rangos normales inadecuados

Farmacos

Bifosfonatos
Clofibrato
Corticoterapia
Tamoxifeno
Denosumab
Quimioterapia

Miscelanea
Enfermedad celiaca
Enfermedad de Wilson
Hemocromatosis
Osteodistrofia renal
Enfermedad inflamatoria intestinal
Cirugia de by-pass cardiaco
Metales pesados radioactivos

Tabla 1. Causas de hipofosfatasemia

1.2.5.2.  Acumulo de sustratos de la TNSALP

La actividad baja de la FA conlleva la acumulacidn de sus sustratos: el PLP, el PPiy la

PEA(7,37,73,74).

El PLP, la forma circulante de la vitamina Be o piridoxina, y el sustrato extracelular
fisiolégico de la FA, es actualmente el pardmetro que mas contribuye al diagndstico de
la HPP, en asociacion con la FA (Figura 8)(70). La desfosforilacion del PLP a piridoxal

mediante la accidn de la TNSALP es necesaria para que la piridoxina pueda travesar la
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membrana celular o la barrera hematoencefalica. Luego se fosforila a PLP en el medio
intracelular, donde actia como cofactor en numerosas reacciones enzimaticas. El PLP es
un cofactor esencial de neurotransmisores inhibidores como el dacido gamma-
aminobutirico. Asi pues, el PLP estd involucrado en varias complicaciones de la HPP,
particularmente en las convulsiones neonatales que dependen de la piridoxina como ya
se ha comentado en las formas graves de la enfermedad, debido a la sintesis defectuosa
de neurotransmisores a nivel neuronal, pese al acimulo plasmatico de PLP. Por tanto,
en nifios afectos de HPP, la magnitud del aumento de los niveles plasmaticos de PLP, en
ausencia de suplementacion de vitamina B, se correlaciona con la gravedad de la
enfermedad, siendo éste el marcador de mayor sensibilidad diagndstica, con un elevado
valor predictivo positivo para HPP en la infancia(3). No obstante, la ausencia de niveles
elevados de PLP o de otros sustratos, no permiten descartar el diagndstico(29). Es decir,
en un individuo con clinica compatible de HPP y niveles bajos de FA sérica, en ausencia
de otras causas, con o sin sustratos elevados, conviene descartar otras patologias mas
frecuentes que puedan confundirse con la HPP(40). A su vez, valores bajos de FA y
elevados de PLP también pueden observarse en la odontohipofosfatasia aunque su

expresion clinica sea exclusivamente odontoldgica(3).

La PEA es otro sustrato potencial de la FA, no analizado de forma rutinaria, pero se utiliza
principalmente para la investigacién clinica y se analiza generalmente en la orina. La
documentacién de un nivel elevado de PEA en sangre u orina respalda el diagndstico de
HPP(3). Sin embargo, la excrecién de PEA esta condicionada por la edad, la dieta y el
ritmo circadiano, y puede ser anodina en la HPP leve y estar elevado en otras
enfermedades dseas metabdlicas. Ademas, los problemas relacionados con la recogida
de orina, la disponibilidad limitada del método y la escasez de rangos normales
publicados, son los motivos por los que este sustrato contribuya poco al diagndstico de

HPP.

Lo mismo sucede con el PPi, sustrato fisiolégico de la FA involucrado en la fisiopatologia
de la enfermedad por su efecto inhibidor en la mineralizacién, y actualmente solo

analizado con fines de investigacién(3,6,70).
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|
* * N

El PPi bloquea la mineralizacion ésea PEA es un marcador diagndstico de
y afecta a la regulacion del HPP, pero no se conoce bien su
fosfato/calcio, lo cual puede relacion con la
provocar dafos sistémicos fisiopatologia de la enfermedad

|
1

La acumulacion sistémica de PLP
produce una deficiencia en el sistema

nervioso central (SNC) que puede
provocar crisis convulsivas mortales que
responden a la vitamina Bg

l l l l l

MUSCULAR/
RESPIRATORIO RENAL
NEUROLOGICO DENTAL ESQUELETICO REUMATOLOGICO

=) L2 Y A N
FA: fosfatasa alcalina; PLP: piridoxal5’- fosfato; PPi: pirofosfato inorganico; PEA: fosfoetanolamina

Figura 8. Fisiopatologia de la hipofosfatasemia y su consecuente acimulo de sustratos.
Figura original.

Ademas de la determinacion de FA y de sus sustratos, puede ser de gran utilidad el
analisis de otros parametros de laboratorio como el calcio y el fésforo. En nifios, la HPP
puede manifestarse con raquitismo con niveles de calcio y fosforo elevados. Los niveles
de calcio y fésforo proporcionan informacién diagndstica importante, especialmente en
las formas neonatales graves o en el lactante, permitiendo el diagndstico diferencial con
otras entidades como el raquitismo carencial, el raquitismo hipofosfatémico y la
osteogénesis imperfecta (Tabla 2). La mineralizacion defectuosa debido a la deficiente
actividad de FA osteobldstica impide la funcién normal de calcio y fosfato para formar
los cristales de hidroxiapatita. Asi pues, en nifos, se puede observar una tendencia hacia
la hipercalcemia y la hiperfosforemia, junto con hipercalciuria y niveles suprimidos de
PTH. Los valores bajos de PTH suelen estar asociados con niveles bastantes altos de 25-
OH-vitamina D debido a una hidroxilacion defectuosa de 1,25-OH2-vitamina D. La

situacién suele normalizarse después de algunos afios de vida, excepto si se mantiene
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una ingesta nutricional excesiva de calcio/25-OH-vitamina D. La hipercalcemia rara vez

se observa en nifios mayores o adultos(6).

e [ e
NUTRICIONAL

FA L7 ~ ~ Normal

PLP Py - ¥ _
Calcio A o Normal v Normal Normal
Fosfato A o Normal (7 ¥ Normal
PTH ¥ o Normal L A o Normal Normal
Vitamina D Normal v W o Normal Normal

Tabla 2. Diagnéstico diferencial de la HPP perinatal segin datos bioquimicos. (FA:
fosfatasa alcalina; HPP: hipofosfatasia; PLP: piridoxal-5’-fosfato; PTH: hormona
paratioidea)

En general, descartando otras causas, valores repetidamente bajos de FA, asociados con
niveles altos de PLP, posiblemente con un perfil calcio-fosfato sugestivo, nos debe
sugerir un diagndstico de HPP y resultar en la confirmacion mediante pruebas

genéticas(70).

El diagndstico de la HPP supone pues un reto por su baja prevalencia, por el
solapamiento fenotipico con otras patologias y por el escaso valor conferido a una FA

disminuida.

1.2.5.3.  Hallazgos radiolégicos.

La radiologia es uno de los pilares fundamentales para el diagndstico y seguimiento de

los pacientes con HPP(68,69). Los principales hallazgos radiolégicos sugerentes de HPP
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son la mineralizacidn alterada, las “lenguas” metafisarias radioltcidas, deformidades
Oseas, fracturas y pseudofracturas(3,7,28,41,43,45,65,68,69,75). Existen hallazgos
radioldgicos tipicos por grupo de edad, y en la Tabla 3 se muestran los diagndsticos

diferenciales por subgrupo de forma clinica.

ETAPA DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Perinatal Osteogénesis imperfecta tipo Il
Displasia campomélica
Sd. Caffey-Silverman
Displasia tanatofdrica
Acondrogénesis
Condrodisplasia con hipomineralizacion
Displasia cleidocraneal
Sd. Stlive Wiedemann

Pediatrica Raquitismo
Acondroplasia
Displasia metafisaria
Osteogénesis imperfecta tipo lll o IV
Osteoporosis idiopatica
Displasia cleidocraneal
Sd. Cole-Carpenter
Sd. Hadju-Cheney
Mucopolisacaridosis tipo Il
Osteomielitis multifocal o crénica recurrente

Adulto Osteoporosis
Osteogénesis imperfecta
Condrocalcinosis
Hipofosfatemia ligada al X
Osteomalacia
Osteoartritis precoz
Enfermedad de Forestier

Tabla 3. Diagnéstico diferencial de HPP segun la edad de presentacion y los hallazgos
radioldgicos. (Sd: Sindrome)

Las radiografias dseas revelan cambios patognomodnicos en la HPP perinatal, infantil y
grave en la nifiez. No obstante, no solo deben realizarse para buscar signos tipicos de

HPP, sino para descartar otros trastornos.
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Como ya se ha comentado en los subtipos clinicos, en nifios, el esqueleto da una
impresion global de desmineralizacién ésea (Figura 9). Las metéfisis estan agrandadas
de forma irregular, simulando raquitismo. Los defectos focales en la zona central de las
metafisis de los huesos largos, denominados "lenguas” radiolucidas, son un hallazgo
tipico de la enfermedad(3,7,28,41,43,45,65,68,69,75). Estas caracteristicas predominan
en las metéafisis y, por lo tanto, se curan y desaparecen hacia el final de la adolescencia,
excepto el defecto de mineralizacion. Las diafisis pueden mostrar fracturas y/o regiones
irregulares de diversas radiointensidades con zonas de osteosclerosis. El crdneo, que
suele ser dolicocefdlico, estd submineralizado en su conjunto, luego las suturas se
fusionan dando lugar una craneosinostosis con el aspecto tipico del craneo de “cobre
golpeado” (del inglés copper beaten skull), un signo de presion intracraneal

elevada(5,6,25,43,59,62,73).

4

45



La hipofosfatasia en adultos se caracteriza por osteopenia, fracturas por estrés de los
metatarsianos que cicatrizan mal y pseudofracturas que cominmente afectan la region
subtrocantérea lateral de los fémures(3,25,28). Las imagenes deben incluir ambas
rodillas en las proyecciones anteroposterior y lateral, dado que asi se visualizaran mejor
las caracteristicas tipicas de radiolucidez en las metéfisis. A su vez, las metéfisis estan
ensanchadas, son irregulares y con flecos. Otras anomalias radiograficas incluyen
adelgazamiento de las diafisis, hipomineralizacién ésea difusa, deformidades de los
huesos largos, pseudofracturas y retraso en la curacion posterior a la fractura. Las
pseudofracturas, un defecto localizado en el tejido dseo debido a la hipomineralizacién,
se presentan con una apariencia radioldgica similar a la de una fractura(66,67,76). La
biopsia de la cresta iliaca del hueso no desmineralizado puede mostrar una distribucidn
alterada del calcio dentro de la matriz 6sea mineralizada, exceso de osteoide,
microarquitectura trabecular alterada y aumento del nimero de osteoblastos. Estos

hallazgos pueden no estar presentes en los casos leves.

La gammagrafia dsea revelard fracturas y pseudofracturas, y puede ayudar a detectar la
craneosinostosis las primeras etapas de la vida(6,25,28). La resonancia magnética es util
a identificar el sindrome de edema de médula dsea, poco frecuente y doloroso, en nifios
con HPP(6). La ortopantomografia es util para delinear algunas de las caracteristicas

dentales(28).

1.2.5.4.  Signos de alerta diagndstica de HPP

La identificacion temprana de la HPP resulta esencial para establecer un manejo clinico
adecuado y prevenir complicaciones a corto y largo plazo. Dada la heterogeneidad de
sus manifestaciones clinicas, es fundamental considerar un conjunto de signos y
sintomas que deben alertar al clinico sobre la posible presencia de esta patologia. La
Tabla 4 recoge los principales signos de sospecha que, en el contexto adecuado, deben
hacer sospechar la presencia de HPP y orientar hacia una evaluacion diagndstica

adecuada.
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Signos de alerta sugestivos de HPP

FA persistentemente baja e inexplicable
Pérdida dental temprana con raiz intacta
Dolor crénico muscular y/o dseo
Debilidad muscular y marcha anémala
Retraso motor

Fracturas metatarsianas por estrés
Fracturas femorales atipicas o pseudofracturas
Fracturas recurrentes y de mala curacién
Signos radioldgicos de raquitismo
Nefrocalcinosis

Calcificaciones ectdpicas o pseudogota

Tabla 4. Signos clinicos y manifestaciones en las que se debe considerar el diagndstico de
HPP. Fuente original a partir de Montero-Lopez et al. (67)

1.2.5.5. Diagnostico genético

La HPP es un error innato del metabolismo caracterizado por una baja actividad de la FA
debido a mutaciones de pérdida de funcién en el gen ALPL que codifica la isoenzima

inespecifica de tejido de la FA (TNSALP), tal y como demostré Weiss et al. en 1988(24).

La HPP se deriva de cualquier variante patégena en el gen ALPL ubicado en el brazo corto
del cromosoma 1p36.1 que causa una disminucién de la actividad de TNSALP y un
aumento de los niveles de sus sustratos(3,7,26,28,31). Todos los pacientes afectos son
portadores de una o dos variantes patdgenas que involucran el gen ALPL(6). Se han
identificado y reportado mas de 400 mutaciones, de todo tipo, en la base de datos de
mutaciones de ALPL en pacientes norteamericanos, japoneses y europeos, lo que indica
una heterogeneidad alélica muy fuerte de la enfermedad(27). Esta variedad de
mutaciones resulta en una expresion clinica altamente variable y en un gran nimero de
genotipos heterocigotos compuestos. En las formas leves de la enfermedad, hay una
pérdida funcional de una de las copias del gen, lo que lleva a una herencia AD. En las
formas graves, las mutaciones afectan a ambos alelos del gen, ya sea a través de la
transmisién AR o debido a una mutacién AD con un efecto dominante negativo. La
mayoria de las mutaciones conocidas son mutaciones puntuales de sentido erréneo (del
inglés missense mutation), y el resto esta compuesto por mutaciones de empalme (del

inglés splicing mutation), mutaciones sin sentido (del inglés nonsense mutation), y una
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sustitucion de nucleétidos que afecta al principal sitio de inicio de la transcripcion(9).

Por lo tanto, el diagndstico definitivo se logra mediante la secuenciacién del gen ALPL.

La alta variabilidad clinica de la enfermedad estd correlacionada con el patrén de
herencia y depende del gran nimero de mutaciones de sentido erréneo y su efecto
variable sobre la actividad de TNSALP(3). Las mutaciones de sentido erréneo que
interfieren con la formacion del dimero de TNSALP pueden disminuir la funcién
enzimatica de forma considerable y resultar en un efecto dominante negativo, lo que
explicaria los casos de HPP perinatal AD. Presentaciones fenotipicas significativamente

diferentes de la enfermedad pueden incluso ocurrir dentro de una misma familia(9).

El hallazgo de mutaciones patogénicas en ALPL permite establecer un diagnédstico
definitivo de HPP, aunque algunos expertos refieren que ante una sospecha clinica
firme, unos hallazgos analiticos y una radiologia compatible, una constatacién de una
alteracion genética no seria imprescindible. No obstante, esta informacion es
fundamental para comprender los patrones de herencia y el riesgo de recurrencia en
futuras gestaciones(6). Ademads, en la actualidad, las nuevas técnicas genéticas que
utilizan la secuenciaciéon de los genes proporcionan una rapida confirmacion del
diagnostico. Por ello, en la HPP, al disponer de una terapia de reemplazo enzimatico
(TRE) que ha logrado aumentar la supervivencia, es de suma importancia llegar a un

diagnostico preciso(7,28,43,53,64).

1.2.5.6.  Diagndstico prenatal.

Varias displasias esqueléticas se presentan prenatalmente con arqueamiento de las
extremidades como la osteogénesis imperfecta (tipo Il y Ill), la displasia tanatoférica o
la campomélica, y la HPP(57,65). En la HPP, la ecografia fetal muestra ademas,
tipicamente, una hipomineralizacion esquelética, huesos largos cortos y/o arqueados y
proyecciones en forma de espoldn de los huesos largos, comentados previamente en las
formas de HPP neonatal(57,65). Las radiografias realizadas a fetos nacidos muertos o
neonatos gravemente afectados muestran metéfisis irregulares, muy cortas y profundas
en forma de copa, irregulares y bifidas(25). Las diafisis son delgadas y algunos huesos

pueden ser hipoplasicos o estar ausentes, asi como la béveda craneal, que muestra un
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grave defecto de mineralizacién. Las claviculas suelen ser visibles y estar
conservadas(25). Asi pues, la HPP puede diagnosticarse prenatalmente mediante
ecografia fetal centrandose en las extremidades y el craneo. Sin embargo, aunque
inicialmente se creia que las anomalias esqueléticas detectadas intraltero predecian un
desenlace fatal, una investigacién realizada en 2011 sobre HPP prenatal benigna mostré
que incluso la herencia AR de la HPP o las anomalias esqueléticas en la ecografia del
primer trimestre no predicen de manera confiable la letalidad(3,57). La delimitacion de
la HPP prenatal benigna ha revelado importantes incertidumbres sobre los resultados,

especialmente cuando estan presentes dos alelos defectuosos de TNSALP(3).

La cordocentesis para cuantificar la FA circulante fetal y el PLP esta controvertida para
el diagndstico prenatal de HPP. El liquido amnidtico contiene predominantemente FA
intestinal fetal y, por lo tanto, no es adecuado su analisis. Algunos investigadores
descartaron el uso de los valores de FA maternos dado que existe un aumento natural
de los valores maternos de FA durante el tercer trimestre de gestacién, tanto en casos
normales como en casos de HPP fetal, debido a la secrecion de FA de la isoenzima
placentaria(3). Un estudio reciente muestra que los valores de FA en sangre de los
padres proporcionan una herramienta de apoyo para identificar casos que pueden
beneficiarse de un examen diagndstico adicional y la preparacion para la TRE poco
después del parto(77). Aunque el muestreo de sangre del cordédn umbilical para FA fetal
y el analisis genético de los padres podrian permitir un diagndstico prenatal preciso,
ambos métodos no son faciles de realizar como pruebas de deteccidn de rutina en casos

de extremidades fetales cortas debido a su costo e invasividad(77).

Como ya se ha comentado, los desarrollos médicos recientes, como la TRE, han
aumentado la supervivencia, de ahi la importancia de poder alcanzar un diagndstico
preciso incluso en la etapa prenatal. Sin embargo, debido a las muchas variaciones y
limitaciones de la radiologia fetal, aun no se han establecido criterios de imagen exactos

para el diagndstico de HPP(77).

Un mejor conocimiento de los hallazgos ecograficos prenatales y la medicion de la FA en
ambos progenitores podria ayudar en el diagndstico de HPP y evitar otras pruebas
diagndsticas prenatales mas invasivas o costosas. Ademas, brinda mas oportunidades

de asesoramiento para los padres, permite reunir y preparar un equipo de atencidn
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multidisciplinario en el momento del parto, asi como tiempo adicional para considerar
y discutir las opciones de tratamiento, con el objetivo de mejorar la duracidn y la calidad

de vida o minimizar el sufrimiento innecesario para el nifio afectado y su familia(65).

1.2.6. Tratamiento de la HPP.

El tratamiento de la HPP estd orientado a mejorar los sintomas y reducir las
complicaciones. La participacién de un equipo multidisciplinario con experiencia en
enfermedades dseas metabdlicas y el manejo individualizado son
fundamentales(25,48,78). Dependiendo de las manifestaciones del paciente y edad del
paciente, las siguientes medidas pueden formar parte del tratamiento: apoyo
respiratorio, piridoxina para las convulsiones, restriccion dietética de calcio,
medicamentos para el manejo del dolor, cirugia para la craneosinostosis, inmovilizacion
de fracturas, fisioterapia motora y respiratoria, y cuidado e higiene dental. Los niveles
de vitamina D deben mantenerse dentro de los niveles normales para prevenir el
desarrollo de hiperparatiroidismo secundario y se deben evitar dosis excesivas de

vitamina D, ya que empeorarian la hipercalcemia.

Ademas, en el caso de su forma clinica mas grave, la perinatal, por su sintomatologia y
mal prondstico, se recomienda su tratamiento y seguimiento en un hospital que
disponga de una unidad de cuidados intensivos neonatales por la posibilidad de
desarrollar insuficiencia respiratoria grave secundaria a la hipoplasia pulmonar, asi

como monitorizacién de la funcién cerebral por el riesgo de convulsiones.

No existe un tratamiento Unico ni curativo para los pacientes afectos de HPP, aunque
histéricamente se han empleado diferentes estrategias con resultados variables. Con el
objetivo de disminuir la resorcion ésea se empled la calcitonina, aunque sin buenos
resultados. Los antiinflamatorios no esteroideos han mostrado utilidad para el control
del dolor 6seo y el tratamiento de las calcificaciones extraarticulares. Los bifosfonatos,
como ya se ha comentado, pueden ser perjudiciales en la HPP, ya que al ser andlogos
del PPi, contribuye a inhibir la formacién de hidroxiapatita, y pueden inhibir la poca
actividad residual de TNSALP por su capacidad de unién a cationes de zinc y magnesio,

empeorando aun mas la mineralizacion y aumentando la incidencia de fracturas.
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La TRE se realizé inicialmente mediante la administracion de plasma sanguineo de
pacientes con enfermedad de Paget, con purificados de placenta humana o con
trasplantes de médula 6sea(3,29). Pese a los primeros éxitos de estos tratamientos en
formas potencialmente mortales en 2003 y 2007, el deterioro esquelético con
complicaciones respiratorias o convulsiones dependientes de vitamina Bg, indicaba un
desenlace fatal dentro del primer afio de vida para la mayoria de pacientes con HPP
infantil(3). No obstante, se han descrito algunos pacientes con HPP infantil que
evolucionan bien y alcanzan una altura adulta normal. Tal vez, cualquier actividad
enddégena de TNSALP se vuelve mas efectiva después del aumento particularmente
rapido en el tamafio corporal que caracteriza a la infancia. En 2016, un estudio
retrospectivo confirmd una alta mortalidad para la HPP perinatal e infantil si se
manifiestan deformidades toracicas, dificultades respiratorias o convulsiones
dependientes de vitamina Bes antes de los 6 meses de edad. En la HPP infantil, los signos
y sintomas tipicamente persisten, pero a veces mejoran cuando las placas de
crecimiento se fusionan. Sin embargo, eventualmente pueden surgir complicaciones por

la consecuente osteomalacia(3).

Hasta el afio 2015, el tratamiento clinico de la HPP se basaba principalmente en
tratamiento de soporte de los sintomas de la enfermedad, pero no en el tratamiento de
la causa subyacente. Fue en 2015 cuando se aprobé en Japdn el uso de la asfotasa alfa
(Strensiq®; Alexion Pharmaceuticals, Inc.), un analogo de la enzima TNSALP
recombinante humano, como tratamiento para la HPP de inicio pediatrico. Poco
después se aprobd su uso en Canadd, Europa y Estados Unidos para el tratamiento de

las formas de HPP perinatal, infantil y grave de la infancia(3,29,61,79).

La asfotasa alfa es una copia modificada de la enzima FA humana, producida mediante
ADN recombinante. Estd compuesta por un dominio activo de TNSALP, un fragmento Fc
de IgG1, que prolonga la vida media del medicamento en circulacién, y un dominio de
deca-aspartato para la unién de asfotasa alfa a la hidroxiapatita. El primer estudio que
mostré el beneficio del tratamiento con asfotasa alfa se publicé en 2012 y evalué el
tratamiento en 11 niflos con HPP perinatal e infantil(64). Se evidenciaron mejoras
clinicas y radioldgicas después de 24 a 48 semanas de tratamiento. Asfotasa alfa mejoré

la supervivencia general, la debilidad muscular, el dolor éseo, la mineralizacidn dsea, la
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funcidn respiratoria, la altura, el peso, la movilidad, los signos radiograficos de
raquitismo y la calidad de vida. Los pacientes mostraron una mejora sostenida en la
mineralizacidn y el crecimiento dseo, asi como en la funcién respiratoria, cognitiva y
motora. Ademas, la TRE podria también mejorar los problemas dentales en nifios con

HPP(80).

El uso de asfotasa alfa para tratar la forma pediatrica de HPP tiene beneficios incluso
cuando el medicamento se inicia mas tarde en la vida, incluso en la edad adulta,
mejorando la funcidn fisica y la calidad de vida. Si bien la eficacia de asfotasa alfa en el
tratamiento de la HPP pedidtrica estd bien establecida, la evidencia de su impacto en la
HPP de inicio en la edad adulta es aun limitada(67,81-83). Sin embargo, los estudios
sugieren beneficios potenciales en el manejo de la HPP en todos los grupos de edad(84).
Se necesitan mas investigaciones para determinar la eficacia y seguridad a largo plazo
en la HPP de inicio en la edad adulta, aunque ha mostrado beneficios en casos severos

de la enfermedad.

1.2.7. Registro Global de HPP.

Las enfermedades raras son un problema prioritario y creciente en salud publica. Son un
grupo de aproximadamente 7.000 enfermedades crénicas, afectando en forma
combinada a un 6-8% de la poblacién, con elevada morbilidad y mortalidad precoz, que
necesitan una mayor necesidad de apoyo a nuevas lineas de investigacion vy
tratamiento(85,86). Ademas de una mala calidad de vida, los pacientes que las tienen
presentan numerosas necesidades de distinta indole (sanitarias, sociales, psicoldgicas,
econdmicas, educativas, etc.), la mayoria de las cuales no estdn cubiertas, a pesar de

gue estan contempladas por nuestro Sistema Nacional de Salud(85).

La Unidn Europea define como enfermedad rara a aquella de origen genético o
adquirido, potencialmente mortal o que conlleva una invalidez crénica, y cuya
prevalencia en la poblacion general sea inferior a 5 de cada 10.000 individuos(86,87).
No obstante, en general se trata de enfermedades con prevalencias aun menores, que
incluso pueden ser inferiores a 1 de cada 1.000.000. Por ello, es comprensible que sea

necesario su registro y analisis a través de redes que permitan aumentar el nimero de
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casos detectados, consiguiendo asi un mayor conocimiento de la enfermedad, su

evolucién y complicaciones(86).

En 2014 se cred el Registro Global de HPP para aumentar el conocimiento de la
enfermedad y el impacto en los pacientes con HPP, y mejorar su manejo y calidad de
vida. Es un registro global, multicéntrico, prospectivo y a largo plazo, que recoge datos
epidemioldgicos de la HPP, historia de la enfermedad, evolucién clinica y carga de
enfermedad de pacientes de todas las edades con un diagndstico de HPP(30). Ademas,
recopila datos sobre la eficacia, seguridad y tolerabilidad del tratamiento con asfotasa
alfa como parte del compromiso postcomercializacién para monitorizar la seguridad y

el uso en el mundo real.

Los datos del registro de HPP ponen en evidencia la presencia de la enfermedad a
cualquier edad y el frecuente retraso diagndstico. Estos hallazgos ponen de manifiesto
la necesidad de recopilar antecedentes médicos y familiares completos, y la importancia
de reconocer las manifestaciones sistémicas de HPP para garantizar un diagndstico
precozy oportuno. Se deberia considerar la inclusiéon de HPP en los paneles de deteccién

precoz de enfermedades congénitas y metabdlicas en recién nacidos.

El registro mejorard ain mas nuestra comprension de la historia natural de la HPP y
proporcionard datos longitudinales sobre la carga de enfermedad, incluidas las
manifestaciones sistémicas, el uso de medicamentos concomitantes que controlan las
manifestaciones y/o complicaciones de la enfermedad, y el impacto potencial sobre la
funcidn fisica y la calidad de vida. Una mejor comprension nos permitira explorar mejor
las posibles diferencias geogréficas, étnicas y genéticas en las manifestaciones de la

enfermedad, y evaluar el impacto del Unico tratamiento aprobado, la asfotasa alfa(30).
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1.3. FOSFATASA ALCALINA COMO PARAMETRO DE LABORATORIO

La FA se refiere a un grupo de enzimas glicoproteicas ancladas en la superficie de la
membrana celular que catalizan la hidrdlisis de fosfoésteres a fosfato inorgénico. Es una
isoenzima esencial para el proceso de mineralizacién dsea y dental, existiendo al menos
4 isoenzimas: TNSALP (95% de la actividad sérica total de la FA) y 3 isoenzimas
especificas de tejido (intestinal, placentaria y de células germinales)(29). En humanos,
se conocen cuatro genes que codifican la FA, tres (ALPI, ALPP y ALPPL2) codifican las FA
del tejido intestinal, placenta y células germinales, respectivamente, mientras que el
cuarto gen, ALPL, codifica la TNSALP (MIM 171760), expresado principalmente en
higado, hueso, rifidn, musculo y en areas sensoriales del cortex cerebral, habiéndose
identificado alrededor de 400 mutaciones del mismo hasta la fecha(25,27,29,76). En
2005, se conoce la necesidad de la proximidad de la FA a las fibras de coldgeno para la
biomineralizacién, explicando asi por qué otros tejidos ricos en FA como el higado,

intestino y placenta no se calcifican(3).

1.3.1. Medicién de la FA.

La FA sérica es un parametro de laboratorio frecuentemente incluido en los paneles de
estudio de la funcion hepatica y las enfermedades esqueléticas. Como ya se ha
comentado, niveles elevados de FA se deben habitualmente a tejidos funcionalmente
alterados como en afectaciones hepaticas, o tejidos muy estimulados, como el hueso en
crecimiento. Por otro lado, las concentraciones anormalmente bajas son mucho menos
frecuentes y suelen estar mas relaciones con deficiencias nutricionales o bien

condiciones genéticas como la HPP.

La concentracién catalitica de FA en suero representa la actividad de multiples formas
de la enzima(88). Mediante la técnica de enfoque isoeléctrico, se pueden detectar mas
de 17 isoformas de FA. La concentracién de FA en el suero de adultos sanos proviene
del higado y de los huesos en proporciones similares. La FA del intestino delgado
contribuye Unicamente al 10% aproximadamente del total de FA en individuos sanos.

Por tanto, el aumento de la FA en suero ocurrirda como consecuencia de enfermedades
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del higado y/o los huesos, a excepcidon de las situaciones fisioldgicas como durante el

crecimiento dseo y el embarazo.

La determinacién de la actividad de la FA en suero depende en gran medida de los
pardmetros de medicion elegidos. Entre estos, la eleccién del tampdn es de gran
importancia. En 1983, un grupo de expertos de la Federacion Internacional de Quimica
Clinica (IFCC) propuso un procedimiento de medicion estandarizado para la FA. El
principio de la reaccion se basé en el uso de 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP) y fosfato
de 4-nitrofenilo. La temperatura de medicién era de 30°C. Aunque este procedimiento
para FA nunca fue respaldado como una recomendacién oficial de la IFCC, muchos kits

de prueba comerciales para FA utilizan actualmente el tampdon AMP(88).

En 2011, la IFCC publicé un nuevo procedimiento de medicién de referencia para la
cuantificacion de la fosfatasa mediante espectrofotometria(89). Los principales cambios
en el procedimiento fueron el aumento de la temperatura de medicién (de 30 °C a 37
°C) y el aumento de la concentracion de AMP en la mezcla de reaccion final (de 350
mmol/L a 750 mmol/L)(89). Este método consiste en la reaccidn catalizada por la FA
presente en el material bioldgico que, a pH alcalino, a 372C, y en presencia de Mg2+,
hidroliza el para-nitrofenilfosfato, liberando p-nitrofenol y fosfato. La concentracién de
la enzima en la muestra se determina a partir de la velocidad de formacion de p-
nitrofenol medida a 405 nm. La hidrdlisis a 372C, determinada mediante la medicion de
la absorbancia del producto a 410/480nm, refleja la actividad de FA expresada en
unidades por litro (U/L) con rango de referencia dependiente del test. Cabe sefialar que
el sustrato no es sustrato fisioldgico de la enzima y que se determina la actividad y no la
cantidad de la enzima. La muestra debe tomarse de un tubo que contenga suero o
plasma y heparina de litio. Los anticoagulantes que contienen agentes quelantes de
iones, como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) u oxalato, no son adecuados ya
gue la enzima requiere Mg2+ como cofactor. La hemdlisis también interfiere con el

ensayo(70).

Como ya se ha mencionado, la propuesta de mediciéon de 1983 nunca fue oficialmente
respaldada por la IFCC, pero la mayoria de kits comerciales se basaban en él. Por otro
lado, los intervalos de referencia (IR) para la FA sérica no se determinaron con ese

procedimiento de medicion. Por lo tanto, actualmente uno de los principales problemas
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es que los IR en uso clinico siguen siendo diversos. Algunos laboratorios utilizan los IR
ajustados a partir de intervalos antiguos o simplemente obtenidos de la literatura. Como
consecuencia, los limites de referencia varian considerablemente de un laboratorio a
otro. Ademas, la concentracién sérica de FA difiere entre hombres y mujeres y entre
diferentes grupos de edad, mientras que algunos IR no se ven influenciados ni por el

género ni por la edad.

Por lo tanto, el establecimiento de mediciones confiables entre laboratorios clinicos
sigue siendo un desafio(90,91). Asi pues, a pesar de validarse las condiciones de
muestreo y analisis bioquimico, la interpretacion de la FA puede ser compleja,

particularmente cuando los valores observados son bajos como sucede en la HPP.

1.3.2. Valores de normalidad de FA.

Los niveles de FA varian con la edad, el sexo, el estado hormonal, el ayuno y hasta segin
el grupo sanguineo(92). Durante la infancia, los niveles son considerablemente mas

elevados que en la edad adulta, correlaciondndose con el crecimiento éseo.

En el recién nacido y durante los primeros 3 meses de vida, los niveles de FA estan
ligeramente elevados en relacion con los del adulto, aumentan 2-3 veces en la pubertad

y permanecen por encima del nivel del adulto durante los siguientes uno o dos afios.

Por tanto, la definicidn de IR, sobre todo en la edad pediatrica, y su interpretacién, son
una tarea dificil dado que los valores dependen de la edad y sexo, y varian a lo largo de
la vida, particularmente durante la pubertad. Ademas, otras condiciones pueden alterar
los valores de FA por lo que es imprescindible realizar un correcto diagnéstico diferencial
de la hipofosfatasemia como pueden ser determinados tratamientos, hipotiroidismo,

desnutricion, etc...

La Unica forma de solventar esta complejidad es obtener IR sobre una amplia muestra
de poblacion(93). Actualmente, existen aun laboratorios que solo informan de los
limites de referencias superiores debido a un enfoque en enfermedades caracterizadas
por una actividad elevada de la FA. Sin embargo, este enfoque da como resultado una

clasificacién errénea de valores anormalmente bajos y puede ocasionar el
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infradiagndstico de enfermedades que conllevan una actividad reducida de la FA como

la HPP.

A pesar de la baja prevalencia de valores bajos de la FA, existe una falta de
reconocimiento de estos valores por parte del clinico junto con el desconocimiento de
gue valores bajos de la FA pueden conllevar patologia(47,94). El enfoque mas preciso
para la interpretacion de la actividad de la FA son los graficos de percentiles ajustados
por ejemplo a peso y talla para la edad, que permiten una consideracién mas precisa
gue una categorizacion relativa sélo a los limites del intervalo de referencia. Sin
embargo, se necesitan grandes cantidades de muestras para crear representaciones
continuas de IR y graficos de percentiles. Como el acceso a muestras de sangre de nifos
sanos esta restringido por objeciones éticas y practicas, la disponibilidad de graficos de
percentiles e IR continuos para la FA desde el nacimiento hasta la edad adulta es
limitada, lo que conlleva limitaciones al interpretar la actividad de la FA en la

infancia(93,95).

Un estudio reciente mostrd que los valores repetidamente bajos de FA, en ausencia de
una causa evidente, y aun en ausencia de sintomas clinicos, deberian dar lugar a
examenes clinicos, radioldgicos y genéticos adicionales para investigar una posible
HPP(40). La anamnesis y las muestras de familiares, excepto para la confirmacién
genética de una anomalia, son importantes fuentes de informacion(70,77). Aunque se
ha observado una correlacién entre valores bajos de FA y severidad de la enfermedad,
se pueden observar valores bajos de FA en portadores sanos. Es decir, que la anomalia
genética puede estar presente, pero ser clinicamente relevante solo en algunos

miembros de la misma familia.

La clasificacién continua de los resultados de las pruebas con graficos de percentiles
desde el nacimiento hasta la edad adulta puede mejorar la utilidad de la actividad de la

FA como marcador de deteccidon de HPP y afecciones relacionadas(70,95).

Por lo tanto, para tomar una decision clinica con respecto al establecimiento de un
diagnodstico y la implementacion del tratamiento, a menudo se realizan pruebas
adicionales tras la historia y el examen fisico de un determinado paciente. Los

laboratorios clinicos suelen utilizar los IR proporcionados por los kits de laboratorio de
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los fabricantes para la interpretacion de las pruebas de laboratorio. Sin embargo, es
necesario tener en cuenta que existen varios factores que pueden cambiar los
resultados de la prueba. Por lo tanto, es posible que los IR no sean los mismas al
considerar diferentes poblaciones. De ahi la importancia de disponer de IR ajustados a

cada poblacion.

1.3.3. Intervalos de referencia

Un IR se define como el intervalo entre 2 valores dentro del cual caerian el 95% de los
resultados de sujetos sanos, es decir, entre los percentiles 2,5 y 97,5 de los resultados
de la prueba. Ademas, la division de los IR en grupos de edad y para cada sexo se utiliza
para representar las diferencias por edad y sexo de los pardmetros de laboratorio. Este
ajuste es de suma importancia en pediatria, ya que los cambios fisioldgicos tras del
nacimiento y durante la adolescencia resultan en cambios en muchos valores de
laboratorio. Sin embargo, la divisidon por grupos de edad puede conllevar inexactitud,

especialmente si se utilizan grupos de edad inapropiadamente amplios(96).

El establecimiento de un IR es un proceso complejo y que requiere mucho tiempo,
especialmente para los nifios. El proceso de establecimiento de IR se clasifica en cinco
pasos: definicion de una poblacién de referencia, seleccion de los individuos de
referencia, recoleccion de muestras de referencia, pruebas de laboratorio de las
muestras de referencia segun procedimientos operativos rutinarios y estandarizados, y
aplicacion de métodos estadisticos a los resultados de laboratorio generados en el

paso(91).

Para los nifios, la determinacion de los IR es dificil porque requiere el reclutamiento de
un numero adecuado de nifos sanos, la recoleccién de voliumenes de sangre
relativamente grandes en proporcién a la reserva sanguinea del paciente y una
comprensién de los cambios fisioldgicos en los biomarcadores asociados con el

crecimiento y desarrollo normales.

Aunque los estudios actuales, incluida la Iniciativa del Laboratorio Canadiense sobre
Intervalos de Referencia Pediatricos (CALIPER) y otros estudios realizados en poblaciéon
pediatrica en Alemania y otro en Brasil, han servido para reducir las brechas, todavia
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sigue siendo necesario disponer de IR pediatricos basados en la poblacién en diferentes

grupos étnicos que se midan mediante métodos analiticos modernos(95,97,98).

Por lo tanto, la disponibilidad de IR finamente graduados y ajustados por edad y sexo
mejora la utilidad diagndstica de la FA como método de deteccion para la FA y otras

enfermedades.

59



60

2. HIPOTESIS



HIPOTESIS

La hipodtesis de nuestro trabajo es que la definicidon de unos percentiles pormenorizados
y detallados de fosfatasa alcalina para nuestra poblacion espafiola, de acuerdo con la
edad y sexo, puede permitir reconocer a individuos con cifras bajas de fosfatasa alcalina

e identificar a pacientes con hipofosfatasia.
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OBIJETIVOS

1. OBIJETIVO PRINCIPAL

Establecer los intervalos de referencia y los graficos de percentiles de la fosfatasa

alcalina, correlacionados segun edad y sexo, para la poblacién espafiola.

2. OBIJETIVOS SECUNDARIOS

- Identificar individuos con niveles anormalmente bajos de fosfatasa alcalina y asi poder
realizar un diagndstico diferencial de hipofosfatasemia y detectar a pacientes con

trastornos no diagnosticados previamente.

- Identificar pacientes con niveles bajos de fosfatasa alcalina y clinica sugestiva de
hipofosfatasia, para proporcionarles un tratamiento adecuado a sus sintomas y evitar

asi tratamientos potencialmente dafiinos que pudieran estar recibiendo.

- Crear un algoritmo diagndstico para facilitar la identificacién de pacientes con

hipofosfatasia mediante datos bioquimicos y clinicos.
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4. MATERIAL, METODOS Y RESULTADOS
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4.1. MATERIAL Y METODOS

La descripcion de la poblacion estudiada, los criterios de inclusién y exclusion, la
metodologia empleada y los resultados obtenidos en el estudio se detallan a

continuacion, incluyendo la utilizada en los articulos publicados.

4.1.1. Participantes del estudio

Durante el periodo comprendido entre el 1 de enero de 2020 y el 30 de junio de 2022,
se llevo a cabo un estudio observacional multicéntrico, en 9 centros de atencion terciaria
de 6 regiones de Espafia (Tabla 5). Estos 9 hospitales espafioles pertenecen al mismo
grupo hospitalario privado y comparten la misma empresa de laboratorio. De este

modo, nuestros resultados estan bien alineados y son comparables.

Se analizaron las determinaciones de actividad de la FA realizadas durante la atencion
clinica de pacientes hospitalizados y ambulatorios de todas las edades en los hospitales
incluidos. Las mediciones sanguineas de FA se recuperaron de las bases de datos de los
laboratorios participantes. La edad de los participantes abarcaba desde recién nacidos

hasta los 99 anos, diferenciados por sexo y por su patologia.

Los criterios de exclusidon incluyeron a aquellos participantes con enfermedades
hepaticas, renales u dseas conocidas, o con resultados anormales en otras pruebas de
evaluacién del metabolismo hepatico, renal u éseo, con el fin de asegurar que los datos
utilizados como valores de referencia provinieran de una poblacién sana, ya que estas

condiciones pueden interferir en la medicidn de la FA.

Los intervalos de edad utilizados para calcular los valores de referencia y percentiles

(2,5; 5; 50; 75 y 97,5), diferenciados por sexo, fueron los siguientes:

Hasta los 3 meses de edad: [0, 15), (15, 30), (30, 45), (45, 60), (60, 75) y (75,
90) dias

- De3 mesesalafo: [0, 3),(3,6),(6,9)y(9, 12) meses

- Delail8afos: (1, 2),(2,3), ..., hasta (17, 18) afios

- Mayores de 18 afios: (18, 20), (20, 30), (30, 40), ..., hasta (90, 100)
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La investigacion cumplié con toda la normativa nacional vigente y con los principios de
la Declaracién de Helsinki. El presente estudio fue aprobado por el Comité de Etica de
Investigacion Clinica de “lbérica de Diagndstico y Cirugia” Salud, en Catalufia, Espafia

(codigo ndm. 2019/32-UPN-HUGC).

4.1.2. Procedimientos analiticos.

La actividad de la FA (U/L) se determindé mediante el método enzimatico colorimétrico
en la plataforma Roche/Hitachi Cobas, utilizando amino-metil-propanol (AMP) como
tampdn, asi como magnesio y zinc como cationes. Se emplearon los siguientes
analizadores bioquimicos automaticos, todos ellos de Roche Diagnostics: Roche COBAS
6000 en 6 de los laboratorios participantes; Roche COBAS 8000 en 2 laboratorios; y
Roche Integra 400 en el laboratorio restante, como muestra la Tabla 5. La misma
plataforma y analizador Roche se utilizaron para el establecimiento de intervalos de
referencia pediatricos en el estudio de referencia CALIPER(97). El método utilizado en
este estudio estd estandarizado segun el procedimiento de la Federacion Internacional

de Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio (IFCC) de 2011(88).

Nombre del Hospital Tipo de Analizador
Roche
Hospital Quirénsalud Albacete COBAS 6000
Hospital Quirdnsalud A Coruiia COBAS INTEGRA 400
Policlinica Gipuzkoa COBAS 6000
Hospital Universitari General de Catalunya COBAS 8000
Hospital Universitari Sagrat Cor COBAS 6000
Hospital Quirénsalud Malaga COBAS 6000
Hospital Quirdnsalud Valencia COBAS 6000
Hospital Quirénsalud Sevilla COBAS 6000
Hospital Universitario Fundacidn Jiménez Diaz COBAS 8000

Tabla 5. Hospitales participantes y tipo de analizador usado.
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Para garantizar que los datos fueran comparables entre los distintos laboratorios, se
eligié utilizar el periodo de estudio durante el cual se utilizé principalmente el mismo
ensayo in vitro para la determinacidon cuantitativa de fosfatasa alcalina en suero vy
plasma humano (ALP2L: ACN 8683) en los analizadores de sistemas Roche COBAS.
Ademas, los controles de calidad y la frecuencia de las calibraciones fueron los mismos
para todos los laboratorios, ya que pertenecen a la misma empresa de laboratorio. De
esta manera, los resultados obtenidos fueron mas precisos y consistentes, y permitieron
una interpretacion éptima de los mismos para garantizar la exactitud de los resultados

reportados y su comparabilidad4.

El rango de medicidn fue de 5 a 1200 U/L. El coeficiente de variacion porcentual
intraensayo (intra %CV) fue del 0,7% en concentraciones entre 83,7 y 84,9 U/L, del 0,5%
en concentraciones entre 221y 223 U/L, y del 0,3% en concentraciones entre 963 y 969
U/L. El coeficiente de variacidn porcentual interensayo (inter %CV) fue del 2,4% en
concentraciones de 92,8 + 2,2 U/L, del 1,7% en concentraciones de 224 + 4 U/L, y del

0,9% en concentraciones de 1.025 + 9 U/L.

4.1.3. Andlisis estadistico y calculo de percentiles.

El analisis estadistico de los datos se realizé utilizando el software estadistico R, versién
4.2.2,28 en el entorno Rstudio. Se utilizd el método "Loess" para estimar las curvas que
siguen los percentiles (p2.5, p5, p50, p95 y p97.5) del valor de la FA para ambos sexos,
segln los grupos de edad establecidos. El método "Loess"30 es un método robusto y no
paramétrico de minimos cuadrados locales que no requiere normalidad de los datos,

produciendo un ajuste suave de las curvas de percentiles.
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4.2. RESULTADOS

A continuacidn se describen los resultados obtenidos de nuestro estudio y que fueron

publicados en el articulo adjunto en el Anexo 2.

Evaluamos la actividad de la FA en muestras de sangre tomadas de 847.862 pacientes
ambulatorios y hospitalizados, con edades comprendidas entre 0y 99 afos, procedentes
de 9 hospitales terciarios en Espafia. Ademas, establecimos las curvas de percentiles

continuas de la actividad de la FA, divididas por grupos de edad y diferenciadas por sexo.

Con estas 847,862 muestras, y tras disefiar la base de datos, se descartaron algunas
determinaciones cuando se observaron errores en la fecha de nacimiento o en la fecha
de extraccion que resultaban en edades incongruentes, lo que represento el 0,2% del
total de las muestras. Para los pacientes que tenian varias mediciones de la FA, se calculé
y se utilizé la mediana, ya que es el valor mas representativo de un conjunto de datos.
Asi mismo, se excluyeron las muestras de pacientes con criterios de enfermedad

hepatica, renal o metabdlica.

De manera similar, en un primer andlisis para establecer los percentiles (2.5, 5, 50, 75 y
97.5), los datos que excedian el percentil 97.5 y eran valores de FA de varios miles de
unidades fueron considerados claramente erréneos y como valores atipicos (outliers).
Para minimizar este efecto, estos valores atipicos, que representaban el 2,5% mas alto

de los datos, fueron eliminados de cada grupo de edad y sexo.

Finalmente, tras esta depuracién de datos, tal y como muestra la Figura 10, se
incluyeron 644.675 muestras en este estudio, de las cuales 23.672 (3,7%) correspondian
a muestras pediatricas (<18 afios), con un ligero predominio de mujeres (337.810
muestras; 52,4%). No se realiz6 diferenciacién por etnia debido a que la poblacién del

estudio era mayoritariamente caucdsica.
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Muestra obtenida de pacientes de 9 hospitales
(Hospital Quirénsalud Albacete, Hospital Quirénsalud A Coruiia,
Policlinica Gipuzkoa, Hospital Universitari General de Catalunya,
Hospital Universitari Sagrat Cor, Hospital Quirénsalud Malaga,
Hospital Quirdonsalud Valencia, Hospital Quirdnsalud Sevilla and
Hospital Universitario Fundacion Jiménez Diaz
n = 847.862 (364.012 varones y 483.850 mujeres)

v

Eliminacién de duplicados segiin el nimero de historia clinica,
calculo del minimo, maximo, media, mediana y desviacion estandar

CARGA
DE DATOS

Pacientes excluidos por falta de datos
en alguna de las variables, o por

1 X N Lmi N — criterios de exclusion como
de ALP de las obsewaCIOnf:s correspondientes al mismo paciente y enfermedad hepética, renal o
mediana elegida como valor de los datos metabolica.

CONSOLIDACION
DE DATOS

n=662.350 (276.739 varones y 385.611 mujeres)

\

52 Se eliminan las muestras por encima
E E Se seleccionan las muestras por debajo del percentil 97.5%, el | del percentil 97.5% considerandose
z5 para cada grupo de edad. posibles valores atipicos (outliers).

% 2 n=644.675 (269.198 varones y 375.477 mujeres) (17.675)

=1

Figura 10. Diagrama de flujo que muestra la depuracién de la base de datos.

4.2.1. Distribucion de percentiles.

Con los resultados obtenidos, creamos tablas de percentiles para la actividad de la FA
en los participantes seguln el sexo y la edad que pueden utilizarse como intervalos de
referencia (Tablas 6 y 7), asi como los graficos de percentiles de la FA para varones y
mujeres por las franjas de edad definidas previamente, mostrando los percentiles de

2.5,5,50,95y97.5, con intervalos de confianza del 95% (Figuras 11-20).

Como muestran las Figuras 19 y 20, los niveles mas altos en ambos sexos durante la
primera infancia se alcanzan durante el primer afio, con un ligero aumento después de
las primeras 2 semanas de vida (Figuras 11 y 12). En la pubertad, se observa una
evolucion diferencial en ambos sexos, con un marcado aumento en la actividad de la FA
en los nifios, alcanzando un pico entre los 10 y 13 aiios y con un valor ligeramente
inferior entre los 13 y 15 afos; en cambio, en las nifas la FA permanece estable entre
los 10 y 13 afios y disminuye a menos de la mitad de los niveles anteriores en los

siguientes 2 afnos (Figuras 15y 16).

Posteriormente, en los hombres, se observa una disminucién gradual hasta el inicio de

la treintena, y luego la FA permanece practicamente inalterada hasta los 80 afos (Figura
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17). En las mujeres, después de una disminucion progresiva hasta los 30 afios de edad,
los niveles permanecen estables durante 2 décadas, y posteriormente se observa un
aumento hasta 75 U/L que se mantiene de los 50 a los 90 afios, con un minimo aumento

posterior (Figura 18).

Se han encontrado diferencias significativas entre hombres y mujeres, siendo la
mediana mas alta en hombres entre los 20 y 49 afios de edad y entre los 50 y 79 afios
de edad en mujeres, tal y como se muestra en las Figuras 17 y 18. Estas diferencias

también fueron reportadas previamente en la literatura(89,99).
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Figura 11. Graficos de percentiles de FA para hombres menores de 90 dias, mostrando
los percentiles 2.5, 5, 50, 95 y 97.5, con intervalos de confianza del 95%. El eje x
corresponde a la edad en dias de vida, y el eje y la actividad de la FA expresada en U/L.
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Figura 12. Graficos de percentiles de FA para mujeres menores de 90 dias, mostrando
los percentiles 2.5, 5, 50, 95 y 97.5, con intervalos de confianza del 95%. El eje x
corresponde a la edad en dias de vida, y el eje y la actividad de la FA expresada en U/L.

73



ALP activity (UIL)
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Figura 13. Graficos de percentiles de FA para hombres menores de 1 aiflo, mostrando
los percentiles 2.5, 5, 50, 95 y 97.5, con intervalos de confianza del 95%. El eje x
corresponde a la edad en dias de vida, y el eje y la actividad de la FA expresada en U/L.
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Figura 14. Graficos de percentiles de FA para mujeres menores de 1 aiio, mostrando los
percentiles 2.5, 5, 50, 95 y 97.5, con intervalos de confianza del 95%. El eje x
corresponde a la edad en dias de vida, y el eje y la actividad de la FA expresada en U/L.
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Figura 15. Gréficos de percentiles de FA para hombres entre 2 y 18 afios, mostrando los
percentiles 2.5, 5, 50, 95 y 97.5, con intervalos de confianza del 95%. El eje x
corresponde a la edad en dias de vida, y el eje y la actividad de la FA expresada en U/L.
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Figura 16. Graficos de percentiles de FA para mujeres entre 2 y 18 afios, mostrando los
percentiles 2.5, 5, 50, 95 y 97.5, con intervalos de confianza del 95%. El eje x
corresponde a la edad en dias de vida, y el eje y la actividad de la FA expresada en U/L.

75



200-

g

ALP activity (U/L)

2

20 30 40 50 60 70 80 %0 100
Years

o~ p0.025 ~e= p0O5 == pO.50 =e= p0S5 ~e= pOST5
Percentiles pO.025L + pOOSL = pO.SOL pO.9SL ~e- p0.975L
© p0.025U “#- pOOSU -+ pO.50U ~e- pO.95U =e= pO.S75U

Figura 17. Graficos de percentiles de FA para hombres mayores de 18 afios, mostrando
los percentiles 2.5, 5, 50, 95 y 97.5, con intervalos de confianza del 95%. El eje x
corresponde a la edad en dias de vida, y el eje y la actividad de la FA expresada en U/L.
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Figura 18. Graficos de percentiles de FA para mujeres mayores de 18 afios, mostrando
los percentiles 2.5, 5, 50, 95 y 97.5, con intervalos de confianza del 95%. El eje x
corresponde a la edad en dias de vida, y el eje y la actividad de la FA expresada en U/L.
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Figura 19. Graficos de percentiles de FA para hombres de todas las edades, mostrando
los percentiles 2.5, 5, 50, 95 y 97.5, con intervalos de confianza del 95%. El eje x
corresponde a la edad en dias de vida, y el eje y la actividad de la FA expresada en U/L.
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Figura 20. Graficos de percentiles de FA para mujeres de todas las edades, mostrando
los percentiles 2.5, 5, 50, 95 y 97.5, con intervalos de confianza del 95%. El eje x
corresponde a la edad en dias de vida, y el eje y |la actividad de la FA expresada en U/L.
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DISCUSION

El origen de este trabajo de tesis empezd con el nacimiento del protagonista de la
primera publicacion (Anexo 1), un neonato al que se le diagnosticd, a las 24 horas de
vida, una enfermedad rara, desconocida por la mayoria del entorno de la Neonatologia,
la HPP perinatal grave o letal. Motivada por este desconocimiento de la enfermedad y
al evidenciar, por un lado, la falta de reconocimiento de los niveles bajos de FA por parte
de los clinicos, y por otro, la ausencia de estandarizacion de los valores de referencia de

la FA segln edad y sexo en poblacion espaiiola surgié este trabajo.

Esta tesis se llevd pues a cabo con el objetivo de dar a conocer la HPP, establecer los IR
y graficos de percentiles para la actividad de la FA en la poblacién espaiiola, y facilitar el
diagndstico de esta enfermedad que actualmente ya dispone de un tratamiento

esperanzador, mediante un algoritmo diagndstico.

A continuacion, se procede al andlisis y desarrollo del tema, respondiendo a los objetivos

definidos en esta tesis.

5.1. Justificacion e importancia de la publicacion de nuestro caso y revision de
la enfermedad.

La baja incidencia de la HPP y mds aun en su forma neonatal grave como nuestro caso
descrito en el primer articulo de esta tesis doctoral (Anexo 1), motivaron su publicacidn.
La difusién de los casos de enfermedades muy raras como la HPP es, por tanto, crucial
por diversos motivos. Esta enfermedad, caracterizada por una actividad baja de la
TNSALP, puede tener un espectro fenotipico muy variable, desde formas leves a formas

graves con complicaciones potencialmente mortales.

Este primer articulo se describe el caso de un recién nacido de sexo masculino con HPP
en su forma mas infrecuente y grave, la forma neonatal grave o letal, diagnosticado por
datos clinicos, analiticos y radioldgicos a las 24 horas de vida. En la ecografia prenatal
realizada a las 28 semanas de gestacién se evidencia acortamiento femoral,
sospechandose inicialmente una acondroplasia. La familia rechazé la realizacion de otras

exploraciones o pruebas diagndsticas prenatales. A las 37 semanas de gestacion, se
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realiza cesarea electiva por sospecha de patologia fetal, de acuerdo con la familia. Nace
un recién nacido a término, en apnea, bradicardia e hipotdnico, que requiere intubacion
y ventilacidn mecanica en la sala de partos por insuficiencia respiratoria grave. A la
exploracion fisica destaca acortamiento y deformidad de extremidades superiores e

inferiores, caput membranaceum e hipotonia severa.

Se realizan radiografias donde se evidencia hipoplasia pulmonar y torécica, asi como
sighos de hipomineralizacidon grave generalizada. Asi mismo, la analitica de sangre

realizada muestra niveles de FA indetectables, hipercalcemia con hipercalciuria.

Ante los hallazgos clinicos, analiticos y radioldgicos, la sospecha diagnéstica fue de HPP
perinatal grave. La determinacion de PLP sérico y PEA en orina confirmaron la sospecha.
Con estos datos, en el tercer dia de vida, se indico el tratamiento con TRE con asfotasa
alfa, aprobado por la Agencia Europea del Medicamento en el 2015, previo
consentimiento familiar. No obstante, el paciente fallecié horas mas tarde debido a la

insuficiencia respiratoria grave secundaria a la hipoplasia toracica.

Sint. dentales [l  Sint. ms-esqueléticos

D Genética confirmada IE Caso indice

Figura 21. Arbol genealdgico familiar. La flecha muestra el caso indice. Figura original.

80



Dada que la HPP es una enfermedad hereditaria y ante la confirmacién genética de
nuestro caso, se realizé un arbol genealdgico familiar detectando casos clinicamente

sospechosos en varios familiares, que inicialmente rechazaron el estudio (Figura 21).

El diagndstico precoz es especialmente importante en las formas graves de la
enfermedad, ya que la TRE con asfotasa alfa puede mejorar significativamente el
prondstico de los pacientes. La TRE ha demostrado aumentar la supervivencia de los
pacientes, especialmente en aquellos con formas mas graves, con necesidad de

ventilacién mecdanica o convulsiones dependientes de la vitamina Be.

El diagnédstico de las enfermedades raras por estudios genéticos, que suponen un 80%
de todas ellas incluida la HPP, ofrece una serie de beneficios significativos para los
pacientes y sus familias. Este enfoque, basado en la identificacion de la alteracion
molecular subyacente a la enfermedad, permite un manejo mas adecuado, la
prevencidon de complicaciones y un asesoramiento preconcepcional para las familias de

riesgo.
Los principales beneficios del diagnéstico de enfermedades raras como la HPP incluyen:

- Certeza diagndstica: Saber la causa exacta de la enfermedad alivia la ansiedad y
pone fin a la “odisea diagndstica” que implica multiples visitas médicas y pruebas
diagndsticas, que a menudo son invasivas o costosas.

- Mejora de la atencién médica: El diagndstico preciso permite un manejo médico
mds adecuado, la eleccién de tratamientos especificos y la prevencion de
complicaciones. En algunas enfermedades raras, el diagndstico de precision abre
la puerta a terapias innovadoras como la terapia génica, que pueden modificar
el curso de la enfermedad y mejorar la calidad de vida del paciente.

- Asesoramiento genético y reproductivo: En aquellas enfermedades de causa
genética como la HPP, su diagndstico permite identificar el riesgo de recurrencia
de la enfermedad en la familia y ofrecer opciones reproductivas, como son el
diagndstico prenatal o preconcepcional. Asi ocurrié en nuestro caso, en el que
los padres del paciente fallecido lograron concebir otro hijo, pero libre de esta

enfermedad.
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- Concienciacién social: Conocer el diagndstico permite a los pacientes conectar
con otras personas afectadas por la misma enfermedad, compartir experiencias
y obtener soporte, asi como, facilitar el acceso a servicios educacionales vy

sociales especificos para personas con enfermedades raras.

Ademas, la publicacion de casos clinicos como el nuestro puede contribuir a una mejor
comprension de la historia natural de la enfermedad y a la identificacion de nuevas

variantes del gen ALPL, el gen responsable de la HPP.
En conclusién, la publicacidn y difusidon de casos de HPP es esencial para:

e Aumentar la conciencia sobre esta enfermedad tan poco frecuente.

e Mejorar el conocimiento de los profesionales de la salud sobre sus signos y
sintomas.

e Facilitar el diagndstico precoz y el acceso a un tratamiento adecuado.

e Contribuir a la investigacidon sobre la enfermedad y al desarrollo de nuevas

terapias.

Nuestro articulo proporciona un valioso ejemplo de un caso de HPP neonatal letal, la
forma mas grave de la enfermedad. La publicacién de este caso ayuda a destacar la
importancia del diagndstico prenatal y la busqueda de tratamientos mas eficaces para

las formas graves de HPP.

Cabe destacar que, ademds de la publicacién en revistas cientificas, la difusion de
informacién sobre la HPP a través de medios de comunicacién y organizaciones de
pacientes también es importante para llegar a un publico mas amplio, como ha sido con
el Registro Estatal de HPP creado en el afio 2014(100). Esto puede ayudar a las familias
afectadas por la enfermedad a conectarse entre ellas y a encontrar soporte y recursos,

como a través de las existentes asociaciones de familias afectas de HPP(101-103).
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5.2. Infradiagndstico de la HPP y necesidad de definir los valores de referencia
de la FA.

El desconocimiento de esta enfermedad puede conducir a retrasos en el diagndstico vy,
por tanto, un manejo inadecuado de los pacientes. Diversos estudios han demostrado
gue la HPP estd muy probablemente infradiagnosticada por una falta de reconocimiento
de unos niveles bajos de FA, ya sea por la ausencia de valor clinico por parte de los
profesionales, bien por ausencia de notificacién de un valor anormalmente bajo en los
informes de laboratorio, o bien la ausencia de valores de normalidad ajustados por edad

y sexo(47,94).

Los sintomas de la HPP pueden ser inespecificos y coincidir con otras enfermedades mds
comunes, hecho que dificulta ain mas su diagndéstico(58,73,80). Por ejemplo, la HPP en
adultos puede presentarse con fracturas, dolor éseo crénico y osteomalacia, sintomas
gue también pueden ser causados por otras enfermedades(3,26,104). En nifios, los
sintomas pueden incluir raquitismo, deformidades esqueléticas, convulsiones y

problemas respiratorios, que también podrian confundirse con otras patologias(29,31).

La FA es una enzima omnipresente en los seres humanos y un importante biomarcador
de enfermedades esqueléticas y hepatobiliares. Es pues un parametro de laboratorio
qgue habitualmente estd incluido en los paneles de estudio de la funcién hepatica y en
los analisis de enfermedades dseas(92). En cambio, concentraciones anormalmente
disminuidas son mucho mas infrecuentes, hecho que conlleva al escaso reconocimiento,
confiriéndole escaso valor clinico, habitualmente por desconocimiento de las causas

atribuibles que suelen ser de causa genética o por déficits nutricionales(25,26,47,58).

La FA sérica juega pues un papel fundamental en el diagndstico y prondstico de varias
enfermedades como el raquitismo, la cirrosis hepatica y los tumores dseos. El
diagnodstico de la cirrosis biliar primaria y de la HPP depende precisamente de la
evaluacion de los niveles séricos de FA. Por tanto, niveles de referencia fiables de la FA

sérica son necesarios para evitar diagndsticos erréneos(89).

Aunque la medicién de la actividad de FA es una de las pruebas mas utilizadas en el
laboratorio clinico y los procedimientos analiticos estan en su mayoria automatizados,

existen cuestiones que deben considerarse para evitar errores de interpretacion.
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Pueden surgir errores si las muestras de sangre no se recogen correctamente, ya que la
enzima puede desactivarse por la presencia de magnesio, zinc, citrato o
EDTA(3,6,28,32,42). El método analitico utilizado puede provocar que los resultados
obtenidos no sean directamente comparables a los obtenidos con un método diferente.

Por este motivo, es importante confiar en valores de referencia especificos del ensayo.

Como ya ha quedado evidente en nuestro estudio y asi lo respalda también la literatura
publicada, la actividad de la FA cambia en funcién de la edad, del sexo, y del estado
puberal(42,90,92,95-97,105-113). En la interpretacion de la FA, la caracterizacién de
los diferentes isoenzimas e isoformas pueden también contribuir a confusién. La
isoforma dsea de la FA prevalece en la infancia y la adolescencia, y su actividad refleja
los cambios que ocurren durante el crecimiento. Como resultado, los limites normales
varian durante la edad de desarrollo como la pubertad, y son mas altos en nifios que en
adultos. Un error comun es comparar los valores obtenidos en un nifio con los de
referencia para individuos adultos(42). Ademads, una actividad normal de la FA no
excluye la presencia de un patron anémalo de la isoenzima, particularmente en

nifos(1,95,97,98,107,108,114).

Los resultados del laboratorio deben ser interpretados basandose en IR que permitan
distinguir entre sanos y enfermos, y que sean de utilidad para el diagndstico o
prevencion de enfermedades. Generalmente, los pacientes y los profesionales dan por
hecho que los resultados que recibirdn de cualquier laboratorio sera el mismo, o al
menos comparable, pero, desgraciadamente no siempre es asi dado que la
interpretacion de los resultados, y a veces por los métodos usados, varian mas de lo

esperado.

La ausencia pues de una estandarizacion de la FA en las diferentes edades puede
contribuir al infradiagndstico de determinadas patologias, especialmente cuando el

diagndstico se basa en el reconocimiento de niveles bajos, como en el caso de la HPP.

Las mediciones bajas de la FA no son tan infrecuentes. En publicaciones recientes como
la de Schmidt et al. y Maman et al., estiman que la prevalencia de unos niveles
persistentemente bajos de FA en la practica clinica es del 0,52%(115) y del 0,13%(47)

respectivamente, pero segun la literatura, la tasa de reconocimiento de una actividad
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baja de FA es tan baja como del 3%(47,115). Asi pues, unos niveles bajos de FA son raros,
pero probablemente tengan una prevalencia mayor que la previamente reconocida si se

usaran IR ajustados a edad y sexo.

La interpretacién clinica es posible gracias a estos IR, que permiten clasificar las
muestras en el contexto de la variaciéon intra e interindividual. Sin embargo, el
crecimiento, los cambios en el metabolismo 6seo y los cambios en el sistema
hepatobiliar dan lugar a una pronunciada variabilidad de la actividad de la FA en funcion
de la edad y el sexo durante la infancia, especialmente en la nifiez y la pubertad. Los
niveles normales pueden variar ademds de con la edad y el sexo, con el estado
hormonal, el ayuno y el grupo sanguineo(6,92,96,105,116—120). Cabe destacar que el
metabolismo dseo de los adolescentes difiere del de los adultos. Los huesos crecen y se
remodelan con mayor rapidez a medida que aumenta la edad, debido a la elevada
velocidad de crecimiento esquelético y al rdpido recambio éseo de los adolescentes. Asi
pues, los marcadores dseos en esta poblacion especifica pueden tener caracteristicas
Unicas en comparacién con las de los adultos. Esta dinamica debe tenerse en cuenta a
la hora de definir y utilizar los IR de la actividad de la FA para distinguir entre los cambios

debidos al desarrollo fisioldgico y los debidos a la enfermedad(95).

En resumen, la hipofosfatasemia no es un hallazgo tan raro en muestras de sangre,
aunqgue habitualmente sea de forma transitoria y asociada a procesos como anemia,
infecciones, deficiencias nutricionales o procesos malignos. No obstante, cuando se
detecte un valor bajo de la FA, los clinicos deben pensar en la posibilidad de formas
severas o moderadas de HPP. A su vez, una sola determinacién no es suficiente para
diagnosticar o excluir HPP, ya que se necesitan al menos dos muestras de sangre

repetidas para confirmar la actividad de FA consistentemente baja(42,69).

Aunque el diagndstico precoz y el tratamiento son cruciales para las formas severas de
HPP, el seguimiento y el asesoramiento genético son también muy importantes en las
formas moderadas. No obstante, debemos tener en cuenta que, como ya se ha
comentado, la mayoria de hipofosfatasemias son transitorias y asociadas a condiciones
médicas, pero cuando se asocian a condiciones médicas criticas, suelen indicar un peor

prondstico(74).
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5.3. Definicion de IR y graficos de percentiles de la FA en poblacién espaiola.

Como ya se ha comentado, dado que la medicién de la actividad de la FA es una practica
habitual en los laboratorios y existe una falta de estandarizaciéon por edad, sexo y
poblacion, se puso de manifiesto la necesidad urgente de definir los IR y los percentiles
de la FA en nuestra poblacidn, tal y como algunos paises ya han reportado en la literatura

como se muestra en la Tabla 1 de la publicacién de nuestro estudio (Anexo 2).

Los IR son rangos de valores considerados normales o esperados para una determinada
poblaciéon y varian segun factores como la edad, el sexo, la raza, o el estado de salud,
entre otros(121). Por tanto, la definicion de los IR de pardmetros de laboratorio como la
FA, requiere considerar varios factores clave para asegurar que los intervalos serdn
precisos y aplicables a la poblaciéon a la que van dirigidos. Los aspectos clave que
consideramos en nuestro estudio para la definicion de los IR de la FA y la elaboracién

posterior de los graficos de percentiles en poblacion espafiola son:

5.3.1. Seleccién de la poblacidn de referencia.

Al definir los IR de un parametro de laboratorio es necesario excluir aquellos
factores que pueden alterar su valor. Ademas, los IR deben basarse en individuos
gue sean representativos de la poblacion general sana(117,122). Para asegurar
la salubridad de los datos para la definicidn de los IR de la FA, se deberian excluir
las enfermedades hepaticas, 6seas o renales, o el uso de determinados farmacos
que podrian alterar fisiolégica o analiticamente la determinacion de FA. En
nuestro estudio se excluyeron aquellas muestras de pacientes con las
enfermedades mencionadas que fueran previamente conocidas. No se pudieron
excluir aquellas de pacientes que recibian determinados tratamientos que
pudieran alterar el valor de la FA.

Es importante contar con un tamano de muestra suficientemente grande y
representativo de la poblacidon para asegurar que los IR sean estadisticamente
significativos y generalizables. En nuestro estudio, 664.675 muestras de FA

fueron incluidas, pertenecientes a edades comprendidas entre 0 y 99 afios, de
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las cuales 23.672 correspondian a poblacién pediatrica (<18 afios), y con un leve
predominio del sexo femenino (337.810 muestras; 52,4%). En el momento de la
publicacién de nuestro estudio, era el de mayor tamafio muestral publicado

hasta la fecha.

5.3.2. Caracteristicas demograficas y geograficas.
La actividad de la FA puede variar significativamente dependiendo de la edad, el
sexo y la raza. Por tanto, es esencial establecer IR especificos para cada
poblacidn. En la literatura existen publicaciones de IR y percentiles especificos
para grupos de poblacién de distintos paises como China, Alemania, Canad3,
Brasil, Australia, India, entre otros(89,92,95-99,107,112,116-121,123-128),
como se muestra en la Tabla 1 del segundo articulo de esta tesis (Anexo 2). No
obstante, no existian publicaciones de IR de FA en poblacidn espaiola publicados

hasta la fecha.

5.3.3. Método estadistico.

Tradicionalmente, los IR se definen entre el percentil 2,5 y el percentil 97,5 de
los valores de la poblacién sana. Esto incluye el 95% de la poblacién, lo que
implica que el 2,5% de los individuos estaran por debajo del limite inferior y el

2,5% por encima del limite superior.

Para nuestro analisis estadistico de los datos se utilizdo el método estadistico
software R, version 4.2.2,28 en el entorno Rstudio(129). El método “Loess” se
utilizé para estimar las curvas que siguen los percentiles (p2.5, p5, p50, p95 vy
p97.5) del nivel de FA para ambos sexos, segun los grupos de edad
establecidos(130). EI método “Loess” es un método de minimos cuadrados
locales robusto y no paramétrico que no requiere normalidad de los datos, lo

gue produce un ajuste suave de las curvas percentiles.

5.3.4. Estandarizacidon y metodologia analitica.
Para garantizar la comparabilidad de los datos entre diferentes laboratorios, es

crucial utilizar procedimientos analiticos estandarizados y participar en
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programas de control de calidad, ya que el método utilizado para la FA puede
influir en los resultados(98,124). En nuestro estudio, la actividad de la FA se
determind mediante el método colorimétrico enzimatico en la plataforma
Roche/Hitachi Cobas, utilizando AMP como tampdn, asi como magnesio y zinc
como cationes, con los analizadores bioquimicos automaticos, todos de Roche
Diagnostics (COBAS 6000 en 6 laboratorios participantes, COBAS 8000 en 2
laboratorios, e INTEGRA 400 en el laboratorio restante). El método utilizado para
este estudio estd estandarizado segun el procedimiento de la IFCC de 2011(88).
De este modo, los resultados obtenidos son mds precisos, consistentes y fiables,
permitiendo una O6ptima interpretacién para estandarizar la atencién del

paciente.

5.3.5. Consideracion de factores fisiolégicos.
La FA presenta fluctuaciones fisioldgicas durante diversas etapas de la vida
dependientes de la edad y el sexo como son las etapas de crecimiento, la
pubertad, la menopausia y el embarazo(43,95,97,98,107,110,113,118,131) Por
tanto, es de crucial importancia tener en cuenta estos factores cuando se definen

los IR, como hemos tenido en nuestro estudio.

5.3.6. Validacidn y revisién continua.
A pesar de que los valores normales de FA se establecieron hace ya muchos afios,
estos no han sido validados en las diferentes etnias. Varios trabajos como el de
Gonzalez et al. encontraron diferencias significativas en los percentiles 97,5 de
la FA, segun el sexo y la raza /etnia estudiados(92,120). El conocimiento de los
valores de FA ajustados a edad, sexo y etnias puede permitir la identificacion
precoz de enfermedades como la HPP, ofrecer un tratamiento preciso y precoz,
asi como un pronéstico y un cuidado adecuado del paciente, de ahi la

importancia de esta tesis.

En nuestro estudio, la evolucién de la actividad de la FA durante la infancia y la
adolescencia confirma las fluctuaciones temporales observadas en estudios

previos(92,95-98,107,112,116-119,121,124,125). La actividad de la FA aumenta
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durante el primer mes de vida, alcanzando su pico a los 3 meses. Después del
primer afio de vida, la actividad de la FA disminuye y se mantiene relativamente
estable hasta los 10 afios, seguido por un aumento especifico segin sexo en la
adolescencia. Tal y como otros estudios han descrito(95-97,132), también en
nuestra serie, la actividad de la FA fue ligeramente superior en varones
adolescentes. La edad es otra variable importante que afecta a las
concentraciones de marcadores de formacion ésea en adolescentes(113).
Existen dos picos de crecimiento 6seo durante el desarrollo infantil. El primer
pico aparece durante la infancia; el segundo pico se produce durante el inicio de
la pubertad. Se conoce que los marcadores éseos aumentan rapidamente
durante el inicio de la pubertad, cuando la velocidad de crecimiento es mayor y
el periodo de acumulaciéon mineral ésea mas rapida(133,134). Al inicio de la
pubertad, el aumento de los niveles de estrégenos y otras hormonas sexuales va
seguido de cerca por el aumento de las concentraciones de la hormona del
crecimiento (GH) y del factor de crecimiento semejante a la insulina tipo | (IGF-
[), que son hormonas tréficas dseas importantes para el modelado dseo
puberal(135-137). La pubertad se caracteriza por un crecimiento longitudinal
acelerado, el lamado “estirdn puberal”, y el aumento de diferentes marcadores
de recambio 6seo coincide con este estiron puberal(106,135,138,139). El inicio
de este crecimiento puberal se establecid recientemente en los 10-11 afos en
las nifias y en 12-13 afios en los nifios de Cataluiia, Espafia(140—143). Segln
publicaciones anteriores, el estirén se produce aproximadamente entre los 10 y

los 12 afios en las nifias y entre los 12 y los 14 afios en los nifios(135,144).

En nuestro estudio, los niveles séricos de FA en los nifios fueron superiores a los
de las nifias, lo que sugiere una fuerte relaciéon de estos marcadores con el
estiron puberal masculino mds tardio, como ya han demostrado otros
autores(92,122). Este dato concuerda con el pico de FA observado en nifios entre
los 12-13 afios (p50: 282 U/L), pero no en los de las nifias adolescentes, donde el
pico se observa mas entre los 9-10 afios (p50: 268 U/L) como puede verse en las
tablas de percentiles (Tablas 6 y 7). Durante la edad adulta, después de la

segunda década de la vida, observamos que la actividad de la FA se mantiene
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estable hasta la octava década en hombres y la quinta década en mujeres, con
niveles mas elevados en hombres de 20 a 49 afios (p50: 69 U/L) que en mujeres
(p50: 57-62 U/L). Se observa una inversion de esta tendencia a partir de los 50
afios (en hombres, 69 U/L; y en mujeres, 77 U/L) que podria explicarse en parte
por el aumento de los marcadores de recambio &éseo en mujeres
posmenopausicas. Es decir, en nuestro estudio hemos observado diferencias
significativas entre hombres y mujeres, siendo la media superior en los hombres
de entre 20 y 49 anos, y en las mujeres de entre 50 y 80 afios. Nuestros datos
refuerzan la correlacién positiva entre la FA plasmatica y la edad descrita para
ambos sexos y estdn de acuerdo con series anteriores que también encontraron
una actividad de FA consistentemente mayor en mujeres mayores de 65 afios
que en hombres y con la actividad de FA reportada en mujeres espafnolas

posmenopausicas (128,131,145-148).

5.4. Identificacion de pacientes con hipofosfatasemia y realizacién de
diagndstico diferencial.

La principal caracteristica bioquimica de la HPP es la hipofosfatasemia. Sin embargo,
como ya se ha comentado, en la practica clinica, existe una falta de reconocimiento y
los niveles bajos de FA a menudo se pasan por alto y sus causas no suelen investigarse,
incluso cuando se evalua la fragilidad 6sea(25,26,47,149). Esta falta de atencién clinica
a menudo conduce a diagndsticos erréneos y a la prescripcion de farmacos

contraindicados en la HPP, como los agentes antirresortivos(66,149-151).

La identificacion de pacientes con niveles bajos de FA y clinica sugestiva de HPP es crucial
para diagnosticar la enfermedad y proporcionar un tratamiento adecuado, mejorar la
calidad de vida de los pacientes y prevenir complicaciones asociadas a tratamientos
inadecuados. Para conseguir esta identificacion y realizacién de un diagndstico

diferencial, se requiere una evaluacion exhaustiva de los siguientes puntos clave:
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5.4.1. Medicién de la actividad de la FA.

El primer paso diagndstico es la determinacion de la actividad de la FA, utilizando
métodos colorimétricos como los usados en los laboratorios participantes en
nuestro estudio, siendo esencial su comparacion con los valores de referencia
ajustados por edad y sexo para evitar errores diagndsticos(90,120,152). Algunos
laboratorios no alertan de los valores anormalmente bajos de FA y otros utilizan
IR para adultos en pacientes de todas las edades, conllevando un potencial

infradiagndstico.

5.4.2. Evaluacioén clinica y radiolégica.

El obstaculo inicial en el diagndstico de HPP es su sospecha, debido a su diverso
fenotipo clinico(43,45,67,79,80,104). Particularmente en la HPP, una correcta
historia clinica, exploracion fisica, e interpretacién radioldgica serdn

fundamentales para la sospecha diagndstica.

5.4.3. Exclusién de otras causas de hipofosfatasemia.

La HPP no es la Unica causa de disminucién de la actividad de la FA, si no que
multiples condiciones pueden causar niveles bajos de FA como, por ejemplo,
déficits nutricionales, hipotiroidismo, enfermedad celiaca, tratamiento con
bifosfonatos, entre otras causas, como ya se ha comentado previamente.
Dependiendo de la edad de presentacién de los sintomas, deberemos realizar el
diagndstico diferencial con determinadas enfermedades, ya que ciertas
condiciones comparten similitudes en diferentes etapas de la vida, como se
muestra en las Tabla 2 y Tabla 3 (4,28,34,58,65,69,70). Ademas, muchos
pacientes con niveles bajos de FA transitoria tienen fluctuaciones debidas al
curso de su enfermedad de base o bien al tratamiento que reciben. Asi pues, hay
gue tener en cuenta esta posibilidad y distinguir entre hipofosfatasemia

persistente o transitoria(69).
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5.4.4. Andlisis de sustratos de la FA.

En pacientes con niveles bajos de FA, es recomendable determinar los niveles de
los sustratos de la TNSALP como el PLP en plasma y la PEA en orina, siendo el
aumento de los niveles de PLP, un indicador especialmente sensible y especifico
de HPP y que generalmente refleja la gravedad de la enfermedad, incluso en la

forma dental(3).

El andlisis del PLP sérico parece ser particularmente atil cuando la
hipofosfatasemia no es causada por la enfermedad de HPP, porque se podria
esperar un nivel elevado exclusivamente en la HPP. Las otras causas de
hipofosfatasemia parecen suprimir particularmente la actividad del TNSALP

oseo(3).

La deteccion de un nivel elevado de PEA en sangre u orina respalda el diagndstico
de HPP. Algunos laboratorios ofrecen esta prueba como componente del perfil
de aminodcidos. Sin embargo, la excrecién de PEA esta condicionada por la edad,
la dieta y el ritmo circadiano, pudiendo ser normal en la HPP leve y elevada en

otras enfermedades metabdlicas éseas(3).

5.4.5. Estudio genético.

Ante la sospecha clinica, analitica y radioldgica de HPP, el estudio en el gen ALPL
de mutaciones patogénicas, permite establecer un diagndstico de certeza, sobre

todo en aquellos casos en los que el fenotipo es dudoso.

En resumen, la identificacidon precisa y el diagnéstico diferencial de la HPP
requieren una combinacién de la determinacién precisa de la FA, ajustada a edad
y sexo, el analisis de los sustratos de la FA, una evaluacion clinica y radiolégica,
la exclusion de otras causas de hipofosfatasemia y, se debe realizar la
confirmacién mediante estudio genético. Los profesionales sanitarios deberian
conocer y concienciarse que un nivel bajo de FA puede tener significancia clinica
y que deberia ser confirmado y reevaluado si existe justificacidn clinica. Disponer

de IR especificos ajustados a la poblacién es una herramienta esencial para la
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investigacion de casos de HPP no diagnosticados. Este enfoque integral es

esencial para un diagndstico preciso y un manejo adecuado de la enfermedad.

5.5. Algoritmo diagndstico para la deteccién de pacientes con HPP y

confirmacion diagndstica.

El diagndstico de HPP supone un reto debido a su baja prevalencia y la variabilidad
fenotipica. En este trabajo de tesis, tras la definicidon de los IR y de los percentiles de
la FA se propone el cribado de HPP para la deteccién de pacientes no diagnosticados
con el objetivo de ofrecerles un tratamiento éptimo de esta enfermedad y una mejor
calidad de vida. Para ello, se ha disefado este algoritmo diagndstico, usando la
hipofosfatasemia o una actividad de la FA baja como signo guia, para pacientes con
o sin sintomas de HPP (Figura 22). El uso del algoritmo tiene en cuenta los sintomas
clinicos, las pruebas bioquimicas y los signos radioldgicos, facilitando asi el
diagndstico de HPP detallado previamente en el apartado 5.4., u otros diagnésticos
diferenciales comunes para individuos con actividades bajas de FA, siempre que se

utilicen IR adecuados como los propuestos en esta tesis doctoral.
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5.6. Fortalezas de la tesis doctoral

La publicacion de nuestro caso de HPP perinatal grave aporta mayor conocimiento de la
forma mas grave de esta enfermedad que se considera mortal en un muy elevado % de
casos. El articulo se presenta como reporte de un caso y realiza una extensa revisién de
la literatura, ofreciendo una perspectiva mas amplia de la historia natural de la
enfermedad y sus manifestaciones clinicas. El articulo destaca la importancia del
reconocimiento precoz y el inicio de la TRE con asfotasa alfa lo antes posible tras el
nacimiento para mejorar los resultados y la supervivencia. Esto subraya la necesidad de

establecer un consenso de recomendaciones para el manejo de la enfermedad.

En el segundo articulo, se definen los percentiles de FA en poblacion espafiola mediante
un estudio multicéntrico realizado en nueve centros hospitalarios terciarios de seis
Comunidades de Espafia, con el mayor nimero de muestras publicadas hasta la fecha.
Este enfoque multicéntrico aumenta la robustez del estudio y la generalizacién de los
resultados para la poblacion espafola, ya que incluye una muestra mds representativa

en comparacion con un estudio realizado en un solo centro y/o region.

Los nueve hospitales participantes pertenecen al mismo grupo hospitalario y utilizan Ia
misma compaiiia de laboratorio, garantizando que los resultados estén bien alineados y
sean comparables. Esta homogeneidad en los procedimientos del laboratorio reduce la
variabilidad que se podria observar en estudios que involucren multiples laboratorios

con diferentes métodos o protocolos.

El estudio analizé las medidas de la FA en una amplia gama de edad, desde recién
nacidos a adultos de 99 afos. Este amplio rango de edad ha permitido establecer IR
especificos para diferentes grupos de edad, ademas de la diferenciaciéon por sexo,

reflejando las variaciones fisioldgicas de la FA a lo largo de la vida.

Estas fortalezas contribuyen a la validez y utilidad de nuestro estudio para la

determinacién de los IR de la FA en poblacién espafiola.
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5.7. Limitaciones de la tesis doctoral

Nuestro estudio de percentiles estd realizado sobre poblacién residente en varias
comunidades auténomas de Espaiia, pero no se ha podido tener en cuenta su etnia en

el caso de pacientes de otros paises, pero residentes en Espafia.

Al depurar la base de datos, se pudieron excluir pacientes con enfermedades hepaticas,
Oseas o renales conocidas, pero otras condiciones médicas que podrian afectar al valor
de la FA no fue posible excluirlas por no estar disponibles esa informacién clinica. Del
mismo modo, no fue posible excluir pacientes que recibian farmacos que podrian

interferir fisiolégica o analiticamente en las medidas de FA.

Nuestro estudio de definicion de percentiles e IR de la actividad de la FA realizado en
poblacion espafiola proporciona datos muy valiosos. No obstante, es esencial tener en

cuenta estas limitaciones.

5.8. Perspectivas futuras y posibles lineas de investigacion.

Desde una perspectiva de futuro sdélida y con la intencién de seguir profundizando en
esta linea de investigacion, resulta esencial ampliar la representatividad de nuestra
muestra. Esta ampliacidn debe llevarse a cabo controlando meticulosamente los
factores de confusién para asegurar la robustez y generalizacidon de nuestros resultados.
Paralelamente resulta imprescindible la validacién de los IR en poblaciones y entornos
clinicos especificos. Esta validacion es crucial para garantizar una interpretacion precisa

de los niveles de FA, un marcador clave en la sospecha de la HPP.

En una linea continuista y con un claro potencial para avanzar en la deteccién de la HPP,
proponemos la implementacion de un cuestionario de salud detallado, basado en los
criterios diagndsticos establecidos, dirigido a todos los sujetos con percentiles de FA por
debajo del p10. Esta estrategia proactiva tiene el objetivo de identificar a pacientes con
una alta probabilidad de padecer la enfermedad, optimizando su reconocimiento en la

practica clinica y permitiendo un abordaje diagndstico mas eficaz y preciso.

Aquellos individuos que presenten hipofosfatasemia persistente y criterios clinicos

sugestivos de HPP serdn la poblacién candidata para un exhaustivo estudio genético. A
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estos participantes se les ofrecerd la posibilidad de confirmar su diagndstico mediante
la secuenciacion del gen ALPL en una muestra de saliva, una técnica accesible y poco
invasiva. De esta forma, ofreceremos un diagndstico de certeza a individuos que hasta
ahora desconocian la etiologia de sus manifestaciones clinicas, abriendo la puerta a un
tratamiento eficaz recientemente disponible y mejorando sustancialmente su calidad de

vida. Este diagndstico preciso es fundamental para la implementacién de la TRE.

Por ultimo, con una visidon de impacto poblacional y diagndstico precoz, consideramos
gue el cribado neonatal podria revolucionar la identificacién de pacientes con HPP antes
de la apariciéon de sintomas clinicos. Esto permitiria un diagndstico y tratamiento
precoces, con la consecuente mejora de los resultados clinicos. Pese a algunos ensayos
con analisis genéticos en sangre seca y medida de PEA urinaria, una nueva linea de
investigacion prioritaria seria la validacion rigurosa de una prueba diagnéstica fiable y
coste-efectiva, con una alta sensibilidad y especificidad, para su potencial inclusion en
los programas de cribado neonatal de nuestro pais. Esta iniciativa podria transformar el

panorama de la deteccién y manejo de la HPP.
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CONCLUSIONES

1. Lainterpretacion de la actividad de la fosfatasa alcalina es esencial para el diagnéstico
de ciertas enfermedades. Los niveles de fosfatasa alcalina cambian durante la vida y
pueden variar entre diferentes etnias y poblaciones. La falta de estandarizacion de la
fosfatasa alcalina a diferentes edades y la falta de reconocimiento clinico de la
hipofosfatasemia dificulta la toma de decisiones médicas precisas y apropiadas y
pueden contribuir al infradiagndstico de ciertas patologias.

2. Establecer intervalos de referencia y graficos de percentiles de la actividad de la
fosfatasa alcalina, ajustados por edad y sexo, es crucial para una interpretacion
diagndstica correcta. Nuestro estudio aporta graficos de percentiles continuos para la
fosfatasa alcalina seglin el sexo y la edad en la poblacién espafiola, basados en el mayor
analisis publicado hasta la fecha. Estos graficos pueden utilizarse como intervalos de
referencia especificos para esta poblacion.

3. Nuestro estudio ratifica que los intervalos de referencia de la fosfatasa alcalina varian
significativamente con la edad y el sexo. Los niveles mas altos se observan durante las
primeras semanas de vida, y a partir de la pubertad se ve una evolucién diferencial entre
sexos. Esta variabilidad hace que sea inadecuado utilizar los mismos intervalos de
referencia para pacientes de todas las edades y sexo, ya que puede conducir a un
diagndstico erréneo y a una clasificacion incorrecta de la enfermedad.

4. La medicién correcta de la actividad de la fosfatasa alcalina ajustada por edad y sexo es
fundamental para el diagndstico de la hipofosfatasia. Niveles persistentemente bajos de
actividad de la fosfatasa alcalina sérica, obligan a la realizacién de exploraciones clinicas,
bioquimicas, radiolégicas y genéticas para descartar o confirmar la posible
hipofosfatasia.

5. La combinacién de la utilizacion de intervalos de referencia de la fosfatasa alcalina
especificos por edad y sexo con la aplicacion de algoritmos diagndsticos estructurados
es fundamental para un diagndstico precoz y preciso de la hipofosfatasia. Este
diagndstico es en especial relevante dado que actualmente se dispone de un
tratamiento para la hipofosfatasia que ha demostrado ser eficaz para mejorar la
morbilidad y la calidad de vida de los pacientes con hipofosfatasia. Por lo tanto, es
crucial aumentar la concienciacién sobre el hipofosfatasia y promover el uso de
herramientas diagnosticas adecuadas para garantizar un tratamiento precoz.
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ANEXO 1:

“Neonatal lethal hypophosphatasia: A case report and review of literature.”

Castells L, Cassanello P, Mufiiz F, de Castro MJ, Couce ML.

Medicine (Baltimore). 2018 Nov;97(48):e13269.

Resumen:

En este primer articulo se reporta un caso de HPP neonatal letal que diagnosticamos y

se revisa la literatura. El resumen es el siguiente:

Justificacién: La HPP es una enfermedad metabdlica dsea muy rara causada por
mutaciones en el gen ALPL que codifica la TNSALP. La forma neonatal grave se
considera letal pero el conocer las manifestaciones de la enfermedad puede ayudar a
aumentar el conocimiento de la historia natural de la enfermedad para un tratamiento

precoz y asi mejorar la supervivencia.

Caso clinico: Reportamos el caso de un recién nacido en el que sus imagenes fetales
mostraron hallazgos de displasia esquelética, considerandose inicialmente la

acondroplasia como un diagnéstico potencial.

Diagndstico: En los primeros dias de vida se establecié el diagndstico definitivo de HPP
letal perinatal debido a la presentacidn al nacer de hipoplasia toracica y pulmonar,
hipomineralizacién ésea y FA indetectable. El analisis genético identificé una nueva

mutacion c.413G>C y otra ¢c.473-2G>C previamente descrita en el gen ALPL.

Resultados: El paciente fallecid al 42 dia por una evolucion clinica complicada sin haber
iniciado la terapia enzimatica de reemplazo. Retrospectivamente, andlisis previos de

sus padres ya mostraron una disminucién de la FA.
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ICIinicaI Case Report

Neonatal lethal hypophosphatasia
A case report and review of literature

Laura Castells, MD*", Pia Cassanello, MD?, Felix Mufiiz, MD?, Maria-José de Castro, MDP,
Marfa L. Couce, MD, PhD>"

Abstract N
Rationale: Hypophosphatasia (HPP) is a very rare metabolic bone disease caused by loss-of-function mutations in the ALPL gene |
encoding the tissue nonspecific alkaline phosphatase. The severe neonatal form is considered lethal but insights into manifestations
of the disease can help to increase our knowledge of the natural history for an early initiation of treatment and improvement of survival.

Patient concerns: \We report the case of a newborn in which his fetal imaging showed findings of skeletal dysplasia disorder,
considering initially achondroplasia as a potential diagnosis.

Diagnosis: A definitive diagnosis compatible with perinatal lethal HPP was established in the 1st days due to the presentation at
birth with thoracic and pulmonary hypoplasia, bone hypomineralization, and undetectable alkaline phosphatase. The genetic analysis
identified a new heterozygous ¢.413G>C mutation and another 1 ¢.473-2G>C previously described in the ALPL gene.

Outcomes: The patient died on the 4th day by clinical course complicated without having started enzyme replacement therapy
(ERT). Retrospectively, previous analyzes of the parents already showed both a decreased alkaline phosphatase.

Lessons: This report highlights the importance of prenatal differential diagnosis of bone dysplasia with the key biochemical marker
of alkaline phosphatase in the parents. Substitutive ERT administered very soon after birth, seems to change the prognosis in these
patients with neonatal HPP.

Abbreviations: ALP = alkaline phosphatase, ERT = enzyme replacement therapy, HPP = hypophosphatasia, PLP = pyridoxal 5'-
phosphate, TNSALP = tissue nonspecific alkaline phosphatase.

Keywords: alkaline phosphatase, asfotase alfa, respiratory failure, rickets

1. Introduction

Hypophosphatasia (HPP) is an inherited “ultra-rare” disease of the
bone and mineral metabolism, due to a low activity of the tissue
nonspecific isoenzyme of alkaline phosphatase (TNSALP). This
enzyme is encoded by ALPL gene (1p36.12; MIM 171760), more
than 315 different mutations were identified worldwide.!" TNSALP
hydrolyzes pyrophosphate phosphodiesterase yielding inorganic
phosphate, thereby promoting hydroxyapatite formation. In the
brain, TNSALP hydrolyzes the phosphorylated version of pyridox-
ine, allowing this vitamin to cross the blood-brain barrier.*!
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Neonatal lethal HPP is the most severe form of the disease, with
estimated prevalence at 1:300,000 in Europe and 1:182,000 in
Japan.>* It is radiographically visible in the fetal period as
bowed and shorter long bones, low or no skeletal mineralization,
and more specific signs such as osteochondral spurs and pretibial
dimpling.'* Newborns at birth present respiratory distress due to
chest deformities and lung hypoplasia; skeletal alterations with
generalized lack of ossification, caput membranaceum, short and
arched limbs, cup-shaped and “moth-eaten” metaphysis, bone
spicules and spontaneous fractures, small rib cage with thin ribs;
and vitamin Bg-dependent epileptic seizures. A pseudo-metabolic
alteration can be present: hypercalcemia and hyperphosphatemia
and can be complicated by early nephrocalcinosis. A conjunctival
bluish color may be observed, enabling differential diagnosis and
ruling out osteogenesis imperfecta.**! The key biochemical
marker is markedly decreased serum alkaline phosphatase (ALP).

Until very recently, severe perinatal HPP was lethal at birth or
in the 1st months of life. The treatment with a recombinant
enzyme replacement therapy (ERT), asfotase alfa, had substan-
tially improved bone mineralization, survival, and ventilation-
free survival, although few cases are known.!”"®! According to a
PubMed search, just 71 cases of neonatal HPP have been
published”?#! since the 1st case was characterized in 1948 by
Campbell. Twelve of them received ERT, out of which 10
survived (Table 1) with an average evolution time of 13 months
(range from 1 month to 5 years). All the others, except one that
his family wanted to go home after 4 days of life,!'®! were mostly
exitus during the 1st month of life. The case presented here is a
newborn affected by severe HPP with complicated management.
For publishing, informed consent was obtained by the parents
and no other ethical accuracies were necessary.
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Characteristics and outcome of published hypophosphatasia neonatal cases treated with enzyme replacement therapy.

Prenatally Serum TNSALP Respiratory support Radiographic changes
Author Year suspected Sex ALP IU/L genotype Survival at birth (Y/N) after treatment”
Whyte et alt” 2012 - F 19 .98C>T/c.98C>T 5y Y Y
Whyte et al'” 2012 Y M 21 ¢.119C>T/c.1231A>G 7 mo Y Y
Whyte et alt” 2012 - M 20 €.215T>C/c.881A>C 19 mo Y Y
Whyte et alt” 2012 Y F 6 €.920C>T/c.1171C>T 1y Y Y
Okazaki et a®® 2016 Y F 2 c.1471G>A/c.1471G>A 18 mo Y Y
Costain et al®”) 2017 Y F Und. ¢.1171C>T/c.1348C>T Exitus 3 mo Y -
Kitaoka et al?® 2017 M 23 ¢.1559delT/c.1559delT 84 wk Y Y
Kitaoka et al®® 2017 F Und. ¢.1559delT/c.1559delT 4 wk Y Y
Kitaoka et al®® 2017 F 1 €.1471 G>A/C.1471 G>A 120 wk Y Y
Kitaoka et al?® 2017 F 15 ¢.1559delT/c.1559delT 24 WK Y Y
Kitaoka et al®® 2017 F 23 ¢.1559delT/c.1559delT 12 wk Y Y
Kitaoka et al®® 2017 F 39 ¢.1478 C>T/c.1559delT 72 Wk Y Y

Survival is at time of last visit reflected in each publication.

ALP =alkaline phosphatase, F=female, M=male, TNSALP =tissue nonspecific alkaline phosphatase, Und = undetectable, Y=yes.
Radiographic changes are shown in terms of increased mineralization and they were significant in all the cases reported treated with enzyme replacement therapy.

2. Case report

A male infant was born by cesarean section due to antenatal
history of short long bone at 37 weeks of gestation. This was the
Sth pregnancy of the mother, aged 35 years, with a healthy
daughter from a previous partner and 3 previous abortions with
the current partner. There was no history of consanguinity. The
antenatal ultrasound at 29 weeks of gestation had shown a fetus
with short long bones and generalized hypomineralization
suggestive of skeletal dysplasia disorder, considering initially
achondroplasia as a potential diagnosis. The parents chose not
to undertake any further genetic or invasive test other than
gestational ultrasound follow-up.

The birth weight was 2850 g, head circumference 34 cm (both
50th percentile) whereas his length was 42 cm (10th percentile).
The Apgar score was 3 at 1 minute and 5 at 5 minutes after birth.
He required intubation and mechanical ventilation immediately
upon birth due to severe respiratory insufficiency, and showed
generalized hypotonia and hypoactivity; however, he was
respondent to stimulus and with spontaneous eye opening.
On his physical examination was found to have shortened and
bowed arms and legs, caput membranaceum, widely open
fontanelles, short neck, poor muscle tone, and loose joints. Heart

auscultation showed a multifocal systolic murmur II/VI. The
external genitalia showed bilateral hydrocele (Fig. 1).

An initial chest X-ray showed thoracic and pulmonary
hypoplasia with thin rib bone cortices. Based upon physical
examination, prenatal ultrasound and present X-rays, search for
hypomineralization defects was initiated. Biochemical analysis
showed hypercalcemia (calcium: 11.2mg/dL) and undetectable
serum ALP levels. Urine analysis showed hypercalciuria with
increased calcium creatinine ratio (>0.7). Blood count as well as
liver function was normal. Further whole-body X-ray was
undertaken, showing generalized severe hypomineralization
(Fig. 2).

Based on clinical data, the suspected diagnosis was severe
perinatal HPP. The data were confirmed by biochemical
determination of plasma pyridoxal 5’-phosphate (PLP) levels
(>200nmol/L; normal reference range 23-172nmol/L) and
phosphoethanolamine levels in urine (7567 pmol/g, normal
reference below 150 wmol/g). With these data, on the 3rd day
treatment with ERT asfotase alfa (approved by EMA in 2015)
was indicated obtaining parental informed consent. However,
some hours later, the patient died of severe respiratory
insufficiency secondary to thoracic hypoplasia.

\ ‘ ol
Figure 1. (A) Extreme short neck is showed. (B, C) Pictures of the neonate showing profound deformities and accordion-like skinfolds, explained by no underlying
bone mineralization.
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Figure 2. (A, B) Radiographic features. Skeletal mineralization is nearly absent in this neonate. Pathognomonic metaphyseal “tongues” of radiolucency, gracile ribs,
and long-bone deformities are apparent. (C) Aimost no mineralization of the cranial skeleton.

Genetic analysis confirmed 2 heterozygous c¢.473-2G>
Clc.413G>C (p.Argl138Pro) mutations in the ALPL gene.
The parent DNA identified both of them heterozygous
carrier.

3. Discussion

We have presented a new case of neonatal lethal HPP with 2
heterozygous ¢.473-2G>C/c.413G>C mutations in the ALPL
gene. His inheritance pattern was autosomal recessive, like as in
severe forms of HPP.'"! In the prenatal period, the findings of
bone alteration show considerable overlap with other skeletal
dysplasia such as achondrogenesis in our case, similar to what is
described in the literature, especially with osteogenesis imperfecta
types IIA and IIC, and achondrogenesis type IA.*?! If present,
“spurs” of the limbs and pretibial dimpling are diagnostic for
HPP.!*2?*! In addition, it is also interesting to keep in mind that
parental low serum ALP levels of the pregestation and gestation
also contributes to the diagnosis of suspicion.*®! During the
gestation, serum ALP levels increase during the 2nd half of
pregnancy at the expense of placental production of ALP, and to
a lesser degree, in the production of bone ALP.*! ALP levels of
the mother and father were 26 and 32 UI/L, respectively (normal
range 35-1101U/L), in the present case.

At birth, skeletal abnormalities, respiratory distress with
pulmonary hypoplasia, hypercalcemia established initial suspi-
cion of bone dysplasia. Neurologic signs with epileptic
encephalopathy or hemorrhage were not present undetectable
PLP in 2 determinations strongly suspected the diagnosis of HPP
at 48 hours. In the literature, all the cases published with neonatal
lethal HPP have low PLP levels and a correlation between the
severity of the disease and the serum PLP level has been
reported.l®?! However, it is important to reflect that in the first 48
hours PLP concentrations may be those of the mother and may
not yet be significantly low. Later results confirmed elevated

serum PLP concentration, which represents a sensitive and
specific biochemical marker for HPP, elevated phosphoethanol-
amine levels are also elevated in serum and urine, although less
specific.®3! Both are substrates of TNSALP that accumulate
endogenously in HPP. Genetic study revealed a known
pathogenic mutation and a new mutation ¢.413G>C (p.
Arg138Pro) in exon 5 of the gene, not described in the database
http://www.sesep.uvsq.fr/03_hypo_mutations.ph. Bioinformatic
analyzes with SIFT and polyphen 2 algorithms predict harmful
and possibly harmful behavior, respectively, for the structure
and/or function of the protein.

Before treatment with ERT, no patient reported survived more
than 1 year and most died in the 1st days of life, the main cause
was respiratory failure and in some cases epileptic encephalopa-
thy.["3%3 However, 83.3% of ERT reported cases survived and
substantially improved its clinical evolution. Our case died on the
4th day of life without having begun receiving ERT treatment.
The HPP in the differential diagnosis was not considered in the
pregnancy and the determinations of alkaline phosphatases in the
parents were not assessed. This would have facilitated early
availability of enzymatic treatment.

In conclusion, earlier diagnosis of perinatal HPP with prenatal
recognition and starting ERT as soon as possible after birth may
improve outcomes and might have a positive impact on to
survival. It is therefore necessary to establish a consensus of
recommendations.
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En este segundo articulo se definen los IR y percentiles de la FA, ajustados a las

fluctuaciones por edad y sexo, en la poblacién espafiola. El resumen es el siguiente:

La interpretacidon de la actividad de la FA es fundamental para el diagndstico de
determinadas enfermedades. El valor de la FA cambia a lo largo de la vida y puede variar

entre diferentes poblaciones.

El objetivo del trabajo es establecer los IR y las tablas de percentiles de la actividad de
la FA en la poblacién espafiola, a través de un estudio observacional multicéntrico y

comparar los IR obtenidos con aquellos ya definidos en otros paises.

Se recogieron un total de 662.350 mediciones de FA de personas de 0 a 99 aios entre el
periodo de afios 2020 y 2022. Este estudio es el mas grande publicado en la literatura

hasta la fecha.

Se establecieron los graficos de percentiles para la FA seglin edad y sexo, pudiendo
utilizarse como IR. Los niveles mas altos se alcanzan durante las primeras semanas de
vida. En la pubertad, se observa una evolucién diferente en ambos sexos, alcanzando un
pico entre los 10 y 13 afios en los nifios, permaneciendo estable en las nifias de esta
edad. También se encontraron diferencias significativas en adultos, siendo mayor la FA
en los hombres entre 20 y 49 afios y entre 50 y 79 aiflos en mujeres, tal y como han

reportado otros paises.
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La actividad de FA sigue una fluctuacién dependiente de la edad y el sexo, con
diferencias geograficas. Es importante contar con valores de referencia apropiados para
cada poblacién para permitir una correcta interpretacién diagndstica, asi como un

diagndstico precoz de enfermedades relacionadas con alteraciones de la FA.
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e Context.—Interpretation of alkaline phosphatase (ALP)
activity is essential for the diagnosis of certain diseases.
ALP changes during life and may vary between different
populations.

Objective.—To establish reference intervals (RIs) and
percentile charts for ALP activity in the Spanish population
through a multicentric observational study and to compare
the RlIs to those defined in other countries.

Design.—A total of 662350 ALP measurements from
individuals ages 0 to 99 years from 9 Spanish tertiary care
centers collected between 2020 and 2022 were analyzed.
This study is the largest published in the literature to date.

Results.—Continuous percentile charts for ALP according
to sex and age were established which can be used as Rls.

lkaline phosphatase (ALP) is a membrane-bound phos-
phomonoesterase that catalyzes dephosphorylation reac-
tions of inorganic pyrophosphate and other molecules and
participates in various significant functions, such as hydrolyzing
a variable spectrum of phosphate-containing physiologic com-
pounds, contributing to DNA synthesis, bone calcification, and
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Higher levels are reached during the first weeks of life. In
puberty, a differential evolution is observed in both sexes,
reaching a peak at 10 to 13 years of age in boys and remain-
ing stable in girls at this age. Significant differences were also
observed in adults, higher in men between ages 20 and 49
years and between ages 50 and 79 years in women, as
reported in some countries.

Conclusions.—ALP activity follows an age- and sex-depen-
dent fluctuation with geographic differences. It is important to
have appropriate reference values for each population in order
to allow for a correct diagnostic interpretation and early diag-
nosis of diseases related to ALP abnormalities.

(Arch Pathol Lab Med. doi: 10.5858/arpa.2023-0335-
OA)

attenuation of inflammation.” Four isoenzymes, with distinct
functions and expressed by 4 separate genes, are known: 3
tissue-specific ALPs (intestinal, placental, and germ cell) and
the ubiquitous tissue-nonspecific ALP, strongly expressed in
bone, liver, and kidney, which accounts for approximately
95% of total serum ALP activity and plays a key role in the
calcification of bones.

Changes in ALP activity represent a sensitive indicator of
skeletal and hepatobiliary diseases, so the establishment of
reliable reference intervals (RIs) is the key to avoiding mis-
diagnosis.® Recently, the discovery of an enzyme replacement
therapy for hypophosphatasia (HPP),*” an inherited metabolic
bone disease with highly variable clinical manifestations,
mainly related to defective bone and tooth mineralization®
and characterized by low serum ALP and tissue-nonspecific
ALP activity and increased levels of ALP substrates, makes the
requirement for having ALP reference levels adapted to each
population, especially in the pediatric age, more important.

Serum level of ALP changes with age and sex.” Interpretation
of ALP activity requires taking into consideration the dynamic
sex- and age-specific changes in ALP activity during a lifetime.
Because ALP is a marker of osteoblastic activity, its level is
higher in growing children than in adults. Thus, the highest
level is detected during rapid growth phases, as in childhood,
especially during puberty.*"! Some studies on bone markers
in pediatric age showed that serum levels of ALP followed a
course similar to that of the puberty stages, with higher levels
of ALP between 10 and 12 years of age in girls, and between
13 and 15 years of age in boys, corresponding to Tanner stage
2.81% Physicians should be aware that many laboratories use
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same adult ALP reference ranges for patients of all ages and
sexes. The wide geographic differences observed in previous
studies may be related to racial/ethnicity differences'” or envi-
ronmental factors, which makes it essential to standardize the
reference values of ALP in each population.®'"!

In 2011, standard procedures for the establishment of serum
ALP RIs were published by the Committee on Reference Sys-
tems for Enzymes of the International Federation of Clinical
Chemistry.*"® However, there is a wide variation in results of
ALP from various laboratories due to measurement procedure
differences or diverse commercial kits, or because they use Rls
adjusted from intervals that are old, that are not distinguished
by sex and/or age, or that are simply obtained from the litera-
ture.*'* Furthermore, many countries have published their Rls
derived from studies of homogeneous populations according to
race or ethnicity, such as Northern Europe,”'*'® Germany,®'”'®
China,*" Israel,* and Canada,*™> among others, as shown
in Table 1. Some of these and other publications have also
described differentiated percentiles by age and sex in their
population, whether in pediatric®'%?>**=2¢ or adult popula-
tions.>'*1>2>2” However, there are no published Rls and
percentiles adjusted by sex and for all ages in Spanish popula-
tion. In addition, as shown in Table 1, our study is the largest
yet published in terms of number of participants and samples
analyzed using an indirect approach. Therefore, it is essential
to have reliable ALP reference values adjusted by age and sex
and by its population to avoid misdiagnoses.

MATERIALS AND METHODS
Study Participants

This multicentric observational study was carried out during the
period of January 1, 2020, to June 30, 2022, at 9 tertiary care centers in
6 regions in Spain (Table 2). These 9 Spanish hospitals belong to the
same private hospital group with the same laboratory company. In
this way, our results are well aligned and comparable. Measurements
of ALP activity performed during clinical care of inpatients and outpa-
tients of all ages in the hospitals included were analyzed. ALP blood
measurements performed were retrieved from the participating labo-
ratories’ databases. The ages range from newborns to 99 years, differ-
entiated by sex and by their pathology. Exclusion criteria included
those participants with known liver, renal, or bone diseases, or else
abnormal results of other tests of liver, kidney, or bone metabolism
assessment, to ensure the healthiness of the data set as reference val-
ues because this would interfere with alkaline phosphatase measure-
ment (Figure 1).

The age intervals that have been taken to measure the values of
the reference percentiles (2.5, 5, 50, 75, and 97.5) and differentiated
by sex are: (1) up to 3 months of age: [0, 15], (15, 30), (30, 45), (45, 60),
(60, 75), and (75, 90) days; (2) from 3 months to 1 year: [0, 3], (3, 6),
(6,9), and (9, 12) months; (3) from 1 to 18 years: (1, 2), (2, 3), ... up
to (17, 18) years; (4) older than 18 years: (18, 20), (20, 30), (30, 40), ...
up to (90, 100).

The research complied with all the relevant national regulations
and the tenets of the Declaration of Helsinki. The present study
was approved by the Clinical Research Ethics Committee of “Ibérica
de Diagnéstico y Cirugfa” Salud in Catalonia, Spain (code No. 2019/
32-UPN-HUGO).

Analytic Procedures

ALP activity (U/L) was determined by the enzymatic colorimet-
ric method on the Roche/Hitachi Cobas platform, using amino-
methyl-propanol (AMP) as a buffer as well as magnesium and zinc
as cations, with the following automatic biochemical analyzers, all
of them of from Roche Diagnostics (Roche COBAS 6000 in 6 of the
participating laboratories; Rocha COBAS 8000; in 2 laboratories;

2 Arch Pathol Lab Med

and Roche Integra 400 in the remaining laboratory), as Table 2
shows. The same Roche platform and analyzer were used for the
establishment of pediatric reference intervals by the CALIPER ref-
erence study.”’ The method used for this study is standardized
against the 2011 International Federation of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine (IFCC) procedure.

To ensure that data were comparable between the various labo-
ratories, we chose to use the study period during which the same
in vitro test for the quantitative determination of alkaline phosphatase
in human serum and plasma (ALP2L: ACN 8683) on Roche COBAS
systems analyzers was mostly used. In addition, quality controls and
the frequency of calibrations were the same for all laboratories because
they belong to the same lab company. In this way, the results obtained
were more precise and consistent, and they allowed an optimal inter-
pretation of them to ensure the accuracy of the reported results and
their comparability.

The measuring range was 5 to 1200 U/L. The intra-assay percent-
age coefficient of variation (intra %CV) was 0.7% at concentrations
between 83.7 and 84.9 U/L, 0.5% at concentrations between 221 and
223 U/L, and 0.3% at concentrations between 963 and 969 U/L. The
interassay percentage coefficient of variation (inter %CV) was 2.4% at
concentrations of 92.8 + 2.2 U/L, 1.7% at concentrations of 224 *
4 U/L, and 0.9% at concentrations of 1025 + 9 U/L.

Statistical Analysis and Calculation of Percentile Charts

The statistical analysis of the data was performed using the statistical
software R, version 4.2.2,% in the Rstudio environment.?’ The “Loess”
method was used to estimate the curves that follow the percentiles
(p2.5, p5, p50, p95, and p97.5) of the alkaline phosphatase level for
both sexes, according to the established age groups. The “Loess”
method® is a robust and nonparametric local least squares method
that does not require normality of the data, producing a smooth fit of
the percentile curves.

RESULTS

We evaluated the ALP activity in blood samples taken from
662 350 outpatients and inpatients from 0 to 99 years of age
from 9 tertiary hospitals in Spain. We further established the
continuous percentile charts of ALP activity divided by age
groups and differentiated by sex. With these 662 350 samples
and after designing the database, some determinations were
discarded when errors in the date of birth or date of extraction
were observed that resulted in incongruous ages, accounting
for 0.2% of the total samples. For patients who had several
ALP measurements, median was calculated and chosen
because it is the best representative of a data set. Likewise, in
a first analysis to establish the percentiles (2.5, 5, 50, 75, and
97.5), data that exceeded the 97.5% percentile and were ALP
values of several thousand units were considered clearly erro-
neous and outliers. To minimize this effect, these outliers,
which represented the highest 2.5% of data, were eliminated
from each age and sex group.

Finally, 644 675 samples were included in this study, 23 672
of them (3.7%) corresponding to pediatric samples (<18 years),
with a slight predominance of women (337810 samples;
52.4%). No ethnicity differentiation was performed because
the study population was mostly White.

Percentile Distribution

We created percentile charts for ALP activity in participants
according to sex and age which can be used as Rls (Figures 2
through 5; Supplemental Table 1; and Supplemental Figures 1
through 6 [see the supplemental digital content containing 1
table and 6 figures]). The higher levels in both sexes during
early infancy are reached during the first year, with a slight
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Table 2. List of the Participating Hospitals and the Analyzer Employed
Sex, No. Age, y
Percentile Percentile Percentile Percentile Percentile

Name of Quirénsalud Hospital Roche Analyzer Male  Female 5 25 50 75 95
Hospital Quirénsalud Albacete COBAS 6000 12421 17402  21.37 41.48 57.14 71.56 87.55
Hospital Quirénsalud A Coruna COBRA INTEGRA 400 6467 9060 21.56 42.04 57.74 71.72 87.55
Policlinica Gipuzkoa COBAS 6000 13739 18998 18.36 40.62 55.88 70.41 86.90
Hospital Universitari General de ~ COBAS 8000 18563 26144  17.72 40.74 55.61 70.24 86.65

Catalunya
Hospital Universitari Sagrat Cor COBAS 6000 5562 7581 15.62 39.51 54.24 69.00 85.77
Hospital Quirénsalud Mélaga COBAS 6000 14874 20760 14.86 39.15 53.76 68.39 85.36
Hospital Quirénsalud Valencia COBAS 6000 14796 20846  21.45 41.74 57.16 71.65 87.66
Hospital Quirénsalud Sevilla COBAS 6000 19220 27075 12.21 38.53 51.97 66.34 83.74
Hospital Universitario Fundacion ~ COBAS 8000 171083 237713  21.69 42.36 57.96 72.10 87.77

Jiménez Diaz

increase after the first 2 weeks of life. In puberty a differential DISCUSSION

evolution is observed in both sexes, with a marked increase in
ALP activity in boys, reaching a peak at 10 to 13 years of age
and with a slightly lower value between 13 and 15 years;
instead, in girls ALP activity remains stable between 10 and
13 years and decreases to less than a half of the previous levels
in the next 2 years.

Afterwards, in men, a gradual decrease is subsequently
observed until the beginning of the thirties, and later ALP
activity remains practically unchanged until the age of 80
years. In women, after a progressive decrease up to 30 years
of age, the levels remain stable for 2 decades, and subsequently
an increase to 75 U/L is observed that remains from 50 to
90 years, with a minimal later increase.

Significant differences between men and women have been
found, the median being higher in men between 20 and 49 years
of age and between 50 and 79 years of age in women. These dif-
ferences were also previously reported.>>

Laboratory results must be interpreted based on an RI that
is used to distinguish between “health” and “disease” and to
assist in the diagnosis and/or prevention of disease. Generally,
patients and physicians assume they will receive the same, or
at least comparable, results from any laboratory; unfortu-
nately, result interpretation—and for some methods, the
result itself—may vary more than expected. In ALP interpreta-
tion the characterization of different isoenzymes and isoforms
contributes to further confusion.* There is consensus among
researchers regarding age- and sex-related changes in serum
ALP activity* ! that should be kept in mind for a proper
interpretation and, moreover, a normal total ALP activity does
not rule out the presence of an abnormal isoenzyme pattern,
particularly in children.*!

The lack of standardization of ALP at different ages can con-
tribute to the underdiagnosis of certain pathologies, especially

Sample made up of patients from 9 hospitals (Quirénsalud Hospital
Albacete, Quirénsalud Hospital A Coruiia, Gipuzkoa Polyclinic,
« 2 General University Hospital of Catalonia, Sagrat Cor University
E g Hospital, Quirénsalud Hospital Malaga, Quirénsalud Valencia
= Hospital, Quirénsalud Hospital Sevilla and Jiménez Diaz
Foundation University Hospital
n= 847,862 (364,012 males & 483,850 females)
z * Patients excluded due to lack of data
E Elimination of duplicates according to the Medical Record Number, in any of the variables.
= é calculation of the minimum, maximum, mean, median and standard Patients excluded due to exclusion
= g deviation ALP of the observations corresponding to the same patient > criteria such as liver, kidney or
2 and median chosen as the data value. metabolic disease.
8 n=662,350 (276,739 males & 385,611 females)
w3 * Samples above the 97.5% percentile
& E For each age group, samples below the 97.5% percentile — were eliminated as they were
E z were selected. possible outliers (17,675)
3 % n = 644,675 (269,198 males & 375,477 females)
=

Figure 1.
4 Arch Pathol Lab Med

Flowchart showing the summary of data reading and purging.
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when the diagnosis is based on the recognition of low levels, as
in the case of HPP. A recent German study estimates that
0.52% of the adults (1:194) included show laboratory signs of
HPP,* but according to the literature the rate of recognition
of low ALP activity is as low as 3%.* Thus, more than 80% of
adults with persistently low ALP activity received a diagnosis of
HPP by genetic study, in both the osteoporotic and nonosteo-
porotic populations.***

The evolution of ALP activity during childhood and adoles-
cence confirms the temporal fluctuations observed in previous
studies'®"" except for the lack of an increase of ALP activity
in female adolescents. ALP activity increases during the first
month of life, reaching a peak at 3 months. After the first
year of life ALP activity decreases and remains relatively stable
until 10 years of age, succeeded by a sex-specific rise in ado-
lescence. As previously described,” ALP activity in our series
reached higher levels in male adolescents.

Arch Pathol Lab Med
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Figure 2. Alkaline phosphatase percentiles
for males aged 2 to 18 years, showing the
2.5th, 5th, 50th, 95th, and 97.5th percen-
tiles, with 95% Cls. The x-axis corresponds to
age in years, and the y-axis shows the ALP
activity expressed in U/L.

Figure 3. Alkaline phosphatase percentiles for
females aged 2 to 18 years, showing the
2.5th, 5th, 50th, 95th, and 97.5th percen-
tiles, with 95% Cls. The x-axis corresponds to
age in years, and the y-axis shows the ALP
activity expressed in U/L.

The start of pubertal growth was recently established pre-
dominantly at 10 to 11 years in girls and at 12 to 13 years in
boys in Catalonia, Spain.*” These data are consistent with the
ALP peak level observed in 10- to 13-year-old boys in our
population, but not with the adolescent girls” results. More-
over, the peak observed in pubertal boys agrees in age with
that observed in Chinese pediatric population'® but differs
from results by Zierk et al,® because in the German population
ALP activity peaks later in males (13-15 years). Nevertheless,
the median and maximum ALP activity in males, 264 and
4885 U/L (50th and 97.5th percentiles, respectively) are con-
sistent with the published German results.®

In females, in line with ALP activity in France,'" there is not
an increase in ALP activity at puberty. Strikingly, in females
the maximum ALP peak reached was observed during the first
year of life instead of at puberty. This observation is also consis-
tent with data from Gamotel" in girls. Population-based studies

Alkaline Phosphatase Reference Intervals in Spain—Castells Vilella 5



Figure 4. Alkaline phosphatase percentiles
for males of all ages, showing the 2.5th, 5th,
50th, 95th, and 97.5th percentiles, with 95%
Cls. The x-axis corresponds to age in years,
and the y-axis shows the ALP activity expressed
in U/L.

Figure 5. Alkaline phosphatase percentiles for
females of all ages, showing the 2.5th, 5th,
50th, 95th, and 97.5th percentiles, with 95%
Cis. The x-axis corresponds to age in years, and
the y-axis shows the ALP activity expressed in
U/L.
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show a centennial decreasing trend in the age of onset of
menarche among Spanish women.***” Because serum ALP
level showed marked differences between girls with preco-
cious and normal puberty, with a significantly higher ALP
activity in 5- to 8-year-old girls with precocious puberty
than in age-matched girls with normal puberty,*' we evaluate
whether the lack of ALP increase levels in girls during puberty
in our study could be related to an earlier menarche age.
Despite the absence of pubertal ALP increase in females
the median and maximum ALP activity in ages 10 to 13 years
in girls (211 and 390 U/L respectively) is comparable to the
German results (240 and 400 U/L).®

During adulthood, after the second decade of life, ALP
activity remains stable until the eighth decade in men and
the fifth decade in women, with higher levels in men from
20 to 49 years (p50: 73 U/L) than in women (65 U/L). An

6 Arch Pathol Lab Med
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inversion of this trend is observed from 50 to 80 years (ALP
activity in males, 77 U/L; and in females, 82 U/L) that could
be partially explained by the increase of markers of bone
turnover in postmenopausal women. In other words, we
have observed statistically significant differences between
men and women, the average being higher in men between
20 and 49 years and in women between 50 and 80 years. A
Turkish study demonstrates, along these lines, significantly
higher total ALP activity in postmenopausal women than
those in the premenopausal period.** Our data reinforced the
positive correlation between plasma ALP and age described
for both sexes**™* and are in agreement with previous series
that also found consistently higher ALP activity in women
older than 65 years than in men*® and with reported ALP
activity in postmenopausal Spanish women (mean *= SD,
72 + 19 U/L)."
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CONCLUSIONS

ALP activity follows an age- and sex-dependent fluctuation
with geographic differences that make it essential to have appro-
priate reference values for each population in order to allow
a correct diagnostic interpretation and early diagnosis of dis-
eases related to ALP abnormalities. Data tables of age- and
sex-specific percentile values allow the incorporation of these
results into laboratory information systems. This study pro-
vides data on normal ALP values in Spanish population,
because it has been carried out with the largest number of
samples published to date.

As a limitation of the study, we must point out that we
could not exclude patients receiving drugs that could interfere
physiologically or analytically in ALP measurements in the
study population.

We thank Grupo Quirénsalud and MetabERN for their support in
this study.
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