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DESCRIPCION

El uso de la fosfatasa alcalina en el tratamiento de la funcién renal reducida

Descripcidn

La invencion se refiere al campo de la medicina y, en particular, al uso de la fosfatasa alcalina en el tratamiento de
enfermedades renales tales como la funcion renal reducida. La presente invencion también se refiere al campo de la
farmacia y, en particular, al uso farmacéutico de la fosfatasa alcalina.

Hay multiples enfermedades renales que pueden provocar una funcién renal reducida. La insuficiencia renal aguda
(IRA) es uno de los trastornos renales que provoca una funcion renal reducida. Sin limitar el alcance de la invencion,
la IRA se describe mas detalladamente.

La insuficiencia renal aguda (IRA) se define como una pérdida aguda de la funcién renal que provoca un aumento del
nivel de la creatinina en suero.

La incidencia anual de la IRA adquirida en la comunidad es de aproximadamente 100 casos por cada millon de
habitantes y, en la actualidad, sélo se diagnostica en el 1 % de los ingresos hospitalarios. Por otro lado, la IRA
adquirida en los hospitales se produce en hasta un 4 % de las hospitalizaciones y un 20 % de los ingresos de
cuidados intensivos. Este aumento en la incidencia de la IRA adquirida a nivel hospitalario es multifactorial: esta
relacionado con un envejecimiento de la poblacion con mayor riesgo de padecer IRA, la alta prevalencia de las
posibles exposiciones nefrotoxicas en el entorno hospitalario y la creciente gravedad de la enfermedad.

En los ultimos 40 afios, la tasa de supervivencia para la insuficiencia renal aguda no ha mejorado, principalmente
porque los pacientes afectados son ahora mayores y tienen mas afecciones comoérbidas. Dependiendo de la
gravedad de la insuficiencia renal, la tasa de mortalidad puede variar del 7 por ciento hasta tanto como el 80 por
ciento.

En la insuficiencia renal aguda, la tasa de filtracion glomerular disminuye durante dias a semanas. Como resultado
de ello, se reduce la excrecion de desechos nitrogenados, no pudiéndose mantener el equilibrio entre fluidos y
electrolitos. Los pacientes con insuficiencia renal aguda no suelen presentar sintomas, y la afecciéon se diagnostica
por la observacién de elevaciones de los niveles del nitrdgeno ureico en sangre (NUS) y de la creatinina sérica. El
paro renal completo se presenta cuando el nivel de creatinina sérica aumenta en al menos 0,5 mg por dl al dia (lo
que equivale a 44 pmol por litro al dia) y la produccién de orina es menor de 400 ml al dia (oliguria).

Patofisiologia: la fuerza motriz de la filtracion glomerular es el gradiente de presion desde el glomérulo hacia el
espacio de Bowman. La presiéon glomerular depende principalmente del flujo sanguineo renal (FSR) y se controla
mediante la combinacion de las resistencias de las arteriolas renales aferentes y eferentes. Independientemente de
la causa de la IRA, las reducciones en el FSR representan una via patolédgica comun para la disminucién de la tasa
de filtracion glomerular (TFG). La etiologia de la IRA comprende 3 mecanismos principales.

- La insuficiencia prerrenal se define por afecciones con la funcion tubular y glomerular normales. En la
insuficiencia renal aguda prerrenal, el problema estd en el deterioro del flujo sanguineo renal como
consecuencia de una verdadera disminucion del volumen intravascular, la disminucion del volumen de
circulacion efectivo hacia los rifiones o agentes que alteran el flujo sanguineo renal como consecuencia de
la disminucion de la TFG.

- La insuficiencia renal aguda intrinseca se divide en 4 categorias: enfermedad tubular, enfermedad
glomerular, enfermedad vascular y enfermedad intersticial. En la insuficiencia renal aguda intrinseca, se
dafa el parénquima renal.

- La insuficiencia renal postobstructiva inicialmente provoca un aumento de la presién tubular, disminuyendo
la fuerza impulsora de la filtracidon. La insuficiencia renal aguda postrenal sélo se puede producir si se
obstruyen ambos tractos urinarios de salida o se obstruye el tracto de salida de un solo rifidn. Lo mas
habitual es que la afeccion se deba a la obstruccion del tracto urinario inferior.

Insuficiencia prerrenal

Los principales agentes que causan insuficiencia renal aguda prerrenal son los inhibidores de la enzima conversora
de la angiotensina (ECA) y los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE). La inhibicion de la ECA impide la
conversion de la angiotensina | en la angiotensina Il, lo que conduce a la disminucion de los niveles de la
angiotensina |l. La angiotensina |l aumenta la tasa de filtracion glomerular al causar la constriccion de la arteriola
eferente y su ausencia disminuye la tasa de filtracion glomerular debido a la dilatacion de la arteriola eferente.
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Insuficiencia renal aguda intrinseca
Enfermedad Tubular

La necrosis tubular aguda producida por la disminucién del FSR es la causa mas comun de insuficiencia renal aguda
intrinseca en los pacientes hospitalizados. La disminucién del flujo sanguineo renal provoca isquemia en el
parénquima renal. Si la isquemia se prolonga, se puede desarrollar la necrosis tubular aguda. Este ataque isquémico
inicial desencadena la producciéon de radicales libres de oxigeno y enzimas que siguen causando dafio celular,
incluso tras la restauracion del FSR. Los dafios celulares tubulares rompen las sélidas uniones entre las células, lo
que permite que se vuelvan a producir fugas de filtrado glomerular y una mayor disminuciéon de la TFG efectiva.
Ademas, las células moribundas se desprenden en los tubulos, formando cilindros obstructores, que reducen aun
mas la TFG y provocan oliguria. La necrosis tubular aguda isquémica suele ser reversible, pero si la isquemia es lo
suficientemente grave como para provocar necrosis cortical, se puede producir insuficiencia renal irreversible.

La necrosis tubular aguda tiene tres fases. El dafio renal se desarrolla durante la fase inicial, que dura de horas a
dias. En la fase de mantenimiento, que dura de dias a semanas, la tasa de filtracion glomerular alcanza su punto
mas bajo y la produccién de orina esta en su nivel mas bajo. La fase de recuperacion dura dias, comenzando a
menudo con diuresis por necrosis tubular postaguda. La hipovolemia producida como consecuencia de una
sobreproduccion de orina es un problema que aparece en esta fase. A pesar de la recuperacién de la produccion de
orina, los pacientes pueden seguir teniendo dificultad con la uremia y la homeostasis de los electrolitos y el acido,
porque la funcién tubular no esta completamente recuperada.

Enfermedad glomerular

La enfermedad glomerular mas comun que produce IRA es la glomerulonefritis. La glomerulonefritis se caracteriza
por hipertension, proteinuria y hematuria. De los muchos tipos de glomerulonefritis, la mayoria se asocia con la
enfermedad renal crénica. En general, los dos tipos de glomerulonefritis que provocan insuficiencia renal aguda son
glomerulonefritis rapidamente progresiva y glomerulonefritis proliferativa aguda. EIl ultimo tipo se produce en
pacientes con endocarditis bacteriana u otras afecciones postinfecciosas.

Enfermedad vascular

La enfermedad microvascular o macrovascular (la oclusion de las principales arterias renales o la enfermedad grave
de la aorta abdominal) puede causar insuficiencia renal aguda.

Enfermedad intersticial

La nefritis intersticial aguda habitualmente presenta fiebre, sarpullido y eosinofilia. La tincién de la orina que es
positiva en eosindfilos sugiere la presencia de esta afeccidon. La nefritis intersticial aguda es generalmente el
resultado de una reaccion alérgica a un farmaco, pero también puede estar causada por una enfermedad
autoinmune, una infeccién o una enfermedad infiltrativa.

La recuperacion de la IRA depende en primer lugar de la restauracion del FSR. La normalizacién temprana del FSR
predice un mejor prondstico para la recuperacion de la funcién renal. En la insuficiencia prerrenal, habitualmente
basta con la restauracion del volumen sanguineo circulante. El alivio rapido de la obstruccion urinaria en la
insuficiencia postrenal produce un descenso rapido de la vasoconstriccion. Con la insuficiencia renal intrinseca, s6lo
la restauracion del volumen sanguineo no restaura la funcién renal. La eliminacion de toxinas tubulares y el inicio de
la terapia para enfermedades glomerulares o tubulares disminuye la vasoconstriccion aferente renal y puede invertir
la IRA. El tratamiento inicial debe centrarse en corregir el equilibrio entre liquido y electrolitos, y en la uremia,
mientras se busca la causa de la insuficiencia renal aguda. Un paciente con disminucién del volumen se resucita con
solucién salina. Sin embargo, es mas habitual que se presente una sobrecarga del volumen, especialmente, si los
pacientes son oliguricos o anuricos.

Un ejemplo de un tratamiento actual es la furosemida (Lasix) administrada por via intravenosa. Otro ejemplo de uno
de los tratamientos actuales es el calcio administrado por via intravenosa. El potasio se puede desplazar
temporalmente al compartimiento intracelular usando insulina administrada por via intravenosa (10 unidades) y
glucosa (25 g), agonistas beta inhalados o bicarbonato sédico administrado por via intravenosa. La excrecion de
potasio se consigue con sulfonato de poliestireno sodico (Kayexalate) y/o diuréticos. El sulfonato de poliestireno
sodico se administra por via oral (de 25 a 50 g mezclados con 100 ml de sorbitol al 20 por ciento) o en forma de
enema (50 g en 50 ml de sorbitol al 70 por ciento y 150 ml de agua corriente). Si estas medidas no controlan el nivel
de potasio, se inicia la dialisis.

La acidosis comunmente se trata con bicarbonato de sodio por via intravenosa o via oral si el nivel de bicarbonato
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sérico es menor de 15 mEq por | (15 mmol por litro) o el pH es inferior a 7,2. Los pacientes también se pueden tratar
por via oral con comprimidos de bicarbonato de sodio, solucién de Shohl en dosis de 30 ml o bicarbonato de sodio
en polvo. Se deben controlar rigurosamente los niveles de bicarbonato séricos y el pH. La acidosis intratable requiere
dialisis.

Se deben revisar todos los medicamentos, y las dosis deben ajustarse en funcién de la tasa de filtracion glomerular y
los niveles séricos de los medicamentos.

Entre un 20 y un 60 por ciento de los pacientes requiere dialisis a corto plazo, particularmente, cuando el NUS
supera los 100 mg por dl (35,7 mmol por | de urea) y el nivel de creatinina sérica supera el intervalo de 5 a 10 mg por
dl (442 a 884 umol por I). Las indicaciones para la didlisis incluyen acidosis y alteraciones de los electrolitos que no
responden a la terapia farmacolégica, la sobrecarga de liquidos que no responde a los diuréticos y la uremia. En
pacientes con insuficiencia renal aguda progresiva lo indicado es consultar urgentemente a un nefrélogo.

En el documento WO 2005/074978, se revela el uso de fosfatasa alcalina para la profilaxis o el tratamiento de las
enfermedades mediadas por LPS. Segun el documento WO 2005/074978, la fosfatasa alcalina actua mediante la
desintoxicacion del resto de lipido A del LPS. Las enfermedades renales mediadas por LPS estan entre las
enfermedades que se pueden tratar con la fosfatasa alcalina.

Parte de los tratamientos anteriormente mencionados restauran (parcialmente) la funcién renal. Otro tratamiento
mejora la funcién en comparacién con las personas que no reciben tratamiento. Sin embargo, todavia se necesitan
tratamientos alternativos.

El objetivo de la presente invencidén es proporcionar un tratamiento alternativo para mejorar la funcion renal,
especialmente, en los casos en los que se deteriora/reduce, al menos parcialmente, la funcion renal.

La presente invencién proporciona un tratamiento alternativo en el que se usa la fosfatasa alcalina para mejorar una
situacion en la que se reduce la funcion renal.

En una primera realizacion, la invencion proporciona el uso de fosfatasa alcalina (FAL) en la fabricacion de un
medicamento para mejorar la funciéon renal reducida, en el que dicha funcién renal se reduce debido a una
insuficiencia renal.

El término "mejorar" incluye frenar la reduccion, detener la reduccion o invertir, al menos parcialmente, la funcién
renal reducida.

La expresion "funcion renal reducida" se usa normalmente para referirse a una situacion en la que se reduce la
funcién renal en comparacion con el valor de al menos un parametro renal relacionado hasta un valor reconocido o
medio (laboratorio) de dicho parametro. Si, por ejemplo, la cantidad de proteina presente en la orina de un sujeto
(preferiblemente, de un ser humano) es (significativamente) superior a un valor reconocido o medio (laboratorio)
valor, se dice que dicha persona tiene una "funcién renal reducida". El andlisis correspondiente se puede realizar en
un laboratorio, pero también en el entorno doméstico. Por ejemplo, desde septiembre de 2006, la compafiia
holandesa "Nierstichting" ha introducido una sencilla prueba de analisis (llamada Niercheck) que se puede realizar en
casa para comprobar si los rifiones funcionan adecuadamente. Esta prueba analiza la cantidad de proteina de la
orina.

Otros ejemplos de parametros que se pueden analizar son la tasa de filtracién glomerular (TFG), los niveles de
creatinina sérica, la alteracion electrolitica, la cantidad de orina producida, el nitrégeno ureico en sangre (NUS), el
calcio, el fésforo, los niveles de albumina o los glébulos rojos y blancos de la orina. Otras pruebas que se pueden
realizar son un recuento sanguineo completo con diferencial. Preferiblemente, todos los posibles pacientes se
someten a los siguientes analisis de orina: prueba con tira reactiva, microscopia, niveles de sodio y creatinina, y
determinacién de la osmolalidad urinaria.

Como se describe en la presente memoria dentro del apartado experimental, también es posible analizar la
presencia o ausencia de una molécula de ARN de una muestra de orina. Preferiblemente, dicha molécula de ARN es
una molécula de ARNm. Incluso mas preferiblemente, dicha molécula de ARNm es ARNm de iNOS. En una
realizacion mas preferida, dicho ARN se obtiene de células renales secretadas en la orina.

En base al andlisis anteriormente descrito, se determina si un sujeto (preferiblemente, un ser humano) esta
padeciendo o no una funcién renal renal. Una disminucién de la TFG o un nivel elevado de creatinina sérica o una
reduccion de la cantidad de orina producida o cualquier combinacién de los mismos son, por ejemplo, (a) claro/s
indicios/s de que el sujeto analizado necesita tratamiento segun lo descrito en la presente memoria.

Asi pues, el uso descrito en la presente memoria puede estar precedido por una etapa de analisis que comprende,
por ejemplo, tomar una muestra de un sujeto que se sospecha que padece una funcion renal reducida y analizar
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dicha muestra en busca de cualquiera de los parametros anteriormente dados (o una combinacién de los mismos) y
comparar el/los resultado/s obtenido/s con los valores medios o reconocidos. Los ejemplos de muestras adecuadas
son una muestra de orina o una muestra de sangre. Los analisis de las muestras de orina y/o de sangre pueden
estar acompafados ademas por un examen renal de ultrasonidos. En una realizacion preferida, el analisis se realiza
bajo la responsabilidad de un médico. En cuanto estd claro que la funciéon renal ha disminuido, se inicia el
tratamiento segun la invencién.

Una funcién renal reducida puede producirse como consecuencia de diferentes trastornos. Muchos casos de
alteracion de la funcion renal provocan una enfermedad leve y asintomatica que no es reconocida por el paciente,
que no llama la atencién a los médicos y que no se diagnostica. La incidencia y la prevalencia de tales episodios
leves de afeccion de la funcion renal son desconocidas, pero se considera que son importantes. Sin embargo, tal
disfuncién leve puede derivar en graves problemas y, por lo tanto, resulta importante un tratamiento temprano (por
ejemplo, segun lo descrito en la presente memoria).

La invencion proporciona el uso de la fosfatasa alcalina (FAL) en la fabricacion de un medicamento para mejorar la
funcién renal reducida, en el que dicha funcién renal se reduce debido a una insuficiencia renal. La insuficiencia renal
es la afeccidn en la cual los rifiones dejan de funcionar adecuadamente. Fisiolégicamente, la insuficiencia renal se
describe como una disminucion de la tasa de filtracion glomerular. Clinicamente, esto se manifiesta en un nivel
elevado de creatinina sérica. En lineas generales, se puede dividir en dos categorias: insuficiencia renal aguda e
insuficiencia renal crénica.

La insuficiencia renal crénica (IRC) se desarrolla lentamente e, inicialmente, da pocos sintomas. Puede ser la
complicacion de un gran numero de enfermedades renales tales como glomerulonefritis, pielonefritis crénica y
retenciéon urinaria. La insuficiencia renal en fase terminal (IRFT) es la ultima consecuencia, en cuyo caso,
generalmente, se requiere dialisis hasta que se encuentre un donante que permita realizar un trasplante renal. En la
insuficiencia renal aguda, la funcién del rifidn se inhibe casi por completo. En una realizaciéon preferida, dicha
insuficiencia renal es insuficiencia renal aguda.

La insuficiencia renal aguda (IRA) es, como su nombre implica, una pérdida rapida progresiva de la funcion renal
que, generalmente, se caracteriza por la oliguria (disminucién de la producciéon de orina, cuantificada como menos de
400 ml al dia en adultos, menos de 0,5 ml/Kg/h en nifios 0 menos de 1 ml/Kg/h en bebés), perturbaciones del agua
corporal y los fluidos corporales, y trastorno electrolitico. Los pacientes que sufren insuficiencia renal aguda,
normalmente, son hospitalizados debido a la gravedad de su afeccién. En la actualidad, se debe identificar una
causa subyacente para detener el progreso, y puede ser necesario aplicar didlisis hasta que se puedan tratar estas
causas fundamentales. En base a la presente invencion, la terapia con fosfatasa alcalina se puede iniciar
inmediatamente incluso sin conocer la causa subyacente y sin perder el preciado tiempo. En una realizacion
preferida, la invencion proporciona el uso de fosfatasa alcalina (FAL) en la fabricacién de un medicamento para
mejorar la funcion renal reducida, en el que dicha funcion renal reducida se induce o se mantiene o se agrava debido
a una insuficiencia renal y en el que la insuficiencia renal es una insuficiencia renal aguda; es decir, en una
realizacion preferida, la invencién proporciona el uso de fosfatasa alcalina (FAL) en la fabricaciéon de un
medicamento para tratar la funcién renal reducida inducida o mantenida o agravada por la insuficiencia renal aguda
(IRA).

La insuficiencia renal aguda puede estar presente ademas de la insuficiencia renal crénica. Esto se denomina
insuficiencia renal aguda sobre cronica. La parte aguda de la insuficiencia renal aguda sobre cronica puede ser
reversible y el objetivo del tratamiento es devolver al paciente a su funcion renal inicial, que se mide comunmente por
la creatinina sérica. En otra realizaciéon mas, la invencién proporciona, por tanto, el uso de la fosfatasa alcalina (FAL)
en la fabricaciéon de un medicamento para mejorar la funcion renal reducida, en el que dicha funcién renal se reduce
(ademas) debido a una insuficiencia renal aguda sobre crénica.

En otra realizacion preferida mas, la funcién renal reducida es reversible, es decir, la funcién renal se puede mejorar,
al menos algo, mediante el tratamiento segun la invencion.

Como Agrawal y Swartz describen detalladamente (American Family Physician, 1 de abril de 2000, vol. 61, n.° 7,
noticia de portada), la causa de la insuficiencia renal aguda se puede determinar mediante el uso de un enfoque por
etapas. En base a este articulo, el experto podra dividir facilmente los pacientes en cualquiera de las 3 categorias de
IRA, es decir, determinar si un paciente sufre IRA prerrenal, IRA intrinseca o IRA postrenal.

Por ejemplo, el diagnéstico de IRA intrinseca se determina, comunmente, en base a los antecedentes y las
observaciones fisicas que la indiquen, la excrecion fraccionada de sodio de mas del 3 %, la osmolalidad ureica de
250 a 300 mOsm y el sedimento ureico activo. En la IRA aguda intrinseca, se dafia el parénquima renal. El dafio de
las células tubulares conduce a ciertas observaciones microscépicas en la orina. La lesion del parénquima afecta a la
reabsorcion del sodio y genera los parametros anteriormente descritos, tales como una excrecion fraccionada del
sodio de mas del 3 por ciento y una osmolalidad de la orina isoténica de 250 a 300 mOsm. La insuficiencia renal
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aguda intrinseca se divide en 4 categorias: enfermedad tubular, enfermedad glomerular, enfermedad vascular y
enfermedad intersticial.

La necrosis tubular aguda es la causa mas comun de insuficiencia renal aguda intrinseca en los pacientes
hospitalizados. Esta afeccion suele estar producida por isquemia o toxinas. En la necrosis tubular aguda isquémica,
a diferencia de la insuficiencia renal aguda prerrenal, la tasa de filtracion glomerular no mejora con la restauracion
del flujo sanguineo renal. La necrosis tubular aguda isquémica suele ser reversible, pero si la isquemia es lo
suficientemente grave como para provocar necrosis cortical, se puede producir insuficiencia renal irreversible. Los
agentes de contraste y los antibidticos, especialmente los aminoglucésido, son los agentes mas frecuentemente
asociados con la necrosis tubular aguda. La afeccién también puede estar causada por el pigmento de la
mioglobinuria (rabdomiolisis) o hemoglobinuria (hemodlisis). La necrosis tubular aguda tiene tres fases. El dafio renal,
que se desarrolla durante la fase inicial y dura de horas a dias. En la fase de mantenimiento, que dura de dias a
semanas, en la que la tasa de filtracion glomerular alcanza su punto mas bajo y la produccién de orina esta en su
nivel mas bajo. La fase de recuperacion dura dias, comenzando a menudo con diuresis de necrosis tubular
postaguda. La hipovolemia producida como consecuencia de una sobreproduccion de orina es un problema que
ocurre durante esta fase. A pesar de la recuperacion de la produccion de orina, los pacientes pueden seguir teniendo
dificultad con la uremia y la homeostasis de los electrolitos y el acido, porque la funcién tubular no se recupera por
completo. Estéa indicada una vigilancia diligente en todas las fases de la necrosis tubular aguda. Los pacientes con
riesgo de necrosis tubular aguda incluyen aquéllos que tienen diabetes, insuficiencia cardiaca congestiva o
insuficiencia renal crénica. La necrosis tubular aguda se puede prevenir mediante el tratamiento temprano de los
pacientes con causas reversibles de insuficiencia renal aguda prerrenal o isquémica, y manteniendo una hidratacion
adecuada en los pacientes que estan recibiendo nefrotoxinas. Una vez que se desarrolla la necrosis tubular aguda,
el tratamiento es de apoyo. Los farmacos tales como el manitol, los diuréticos de asa, la dopamina y los
bloqueadores de los canales del calcio han potenciado con cierto éxito la diuresis en animales, pero no se han
obtenido resultados similares en los seres humanos.

En una realizacién preferida, la invencién proporciona el uso de la fosfatasa alcalina (FAL) en la fabricacion de un
medicamento para mejorar la funcion renal reducida, en el que dicha funcién renal se reduce debido a una
insuficiencia renal, preferiblemente, insuficiencia renal aguda, y en el que dicha funcién renal reducida se induce o se
mantiene o se agrava por una insuficiencia renal aguda intrinseca, preferiblemente, necrosis tubular aguda. Es decir,
la invencion también proporciona el uso de la fosfatasa alcalina (FAL) en la fabricacion de un medicamento para
tratar la necrosis tubular aguda.

La glomerulonefritis se caracteriza por hipertension, proteinuria y hematuria. La glomerulonefritis cominmente se
describe como una inflamacién de los glomérulos. De los muchos tipos de glomerulonefritis, la mayoria se asocia con
la enfermedad renal cronica. En general, los dos tipos de glomerulonefritis que provocan insuficiencia renal aguda
son glomerulonefritis rapidamente progresiva y glomerulonefritis proliferativa aguda. El ultimo tipo se produce en
pacientes con endocarditis bacteriana u otras afecciones postinfecciosas. La glomerulonefritis rapidamente
progresiva puede ser un trastorno primario, o puede ser secundaria a la enfermedad sistémica. Una vez que se
sospecha de esta afeccion, se debe buscar la enfermedad sistémica tratable mediante marcadores seroldgicos o
biopsia renal. La funcién renal puede decrecer rapidamente en pacientes con glomerulonefritis rapidamente
progresiva, pudiéndose desarrollar la enfermedad renal en fase terminal en dias a semanas. Los pacientes con
glomerulonefritis rapidamente progresiva normalmente se tratan con glucocorticoides y ciclofosfamida (Cytoxan). Se
cree que el intercambio de plasma beneficiara a los pacientes con el sindrome de Goodpasture, pero no se ha
probado que sea beneficioso en pacientes con otros tipos de glomerulonefritis.

Ademas, este tipo de IRA se puede tratar mediante el uso de fosfatasa alcalina y, por tanto, en una realizacion
preferida, la invencion proporciona el uso de fosfatasa alcalina (FAL) en la fabricacion de un medicamento para
mejorar la funcién renal reducida, en el que dicha funciéon renal se reduce debido a una insuficiencia renal,
preferiblemente, una insuficiencia renal aguda, y en el que la funcién renal reducida se induce o se mantiene o se
agrava por la insuficiencia renal aguda intrinseca, preferiblemente, glomerulonefritis. Es decir, la invencién también
proporciona el uso de la fosfatasa alcalina (FAL) en la fabricacién de un medicamento para tratar la glomerulonefritis.

La insuficiencia renal, en general, y la insuficiencia renal aguda, en concreto, pueden evolucionar por diferentes
causalidades subyacentes o en el curso de diversas enfermedades tales como la isquemia, los pigmentos de
agentes de contraste, lupus eritematoso sistémico, vasculitis de vasos pequefios, purpura de Henoch-Schénlein,
sindrome de Goodpasture, encarditis, infeccion postestreptocécica, infeccion postneumocécica, diabetes,
hipertension, aterosclerosis o cancer. También se sabe que el uso de ciertos agentes antimicrobianos (tales como
anfotericina B, caspofungina, vancomicina, levofloxacina y aminoglucésidos tales como tobramicina y gentamicina),
otros farmacos (por ejemplo, agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, cisplatino, carboplatino, metotrexato),
inhibidores de proteasa (tales como indinavir y ritonavir), oro, litio, farmacos antiinflamatorios (tales como los
farmacos antiinflamatorios no esteroides, ciclosporina, tacrolimus, sirolimus), los medicamentos para la presiéon
arterial (como los inhibidores de la enzima conversora de la angiotensina (ACE) y los bloqueadores de los receptores
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de angiotensina (BRA)) y ciertos productos quimicos (tales como silicatos, hidrocarburos, metales pesados (tales
como Cd, Hg, Pb), insecticidas, herbicidas, etilenglicol y toxinas bacterianas (tales como el tétanos, toxinas
estreptocdcicas)) provocan una funcién renal reducida en sujetos que han tomado o se han expuesto a dichos
agentes o productos quimicos.

La presente invencion se puede usar para tratar la funcion renal reducida inducida o mantenida o agravada por
cualquiera de las causalidades anteriormente mencionadas. Por consiguiente, en una realizacién preferida, la
invencion proporciona el uso de fosfatasa alcalina (FAL) en la fabricacion de un medicamento para mejorar la funcion
renal reducida, en el que dicha funcidn renal se reduce debido a una insuficiencia renal y en el que dicha funcion
renal reducida se induce o se mantiene o se agrava por a un medicamento, un farmaco y/o una toxina,
preferiblemente seleccionado del grupo que consiste en antibidticos, inhibidores de proteasa, agentes
quimioterapéuticos, agentes antiinflamatorios, medicamentos para la presion arterial, insecticidas, herbicidas,
etilenglicol, colorantes de contraste, metales pesados y toxinas bacterianas.

En otra realizacion preferida mas, la invencion proporciona el uso de la fosfatasa alcalina (FAL) en la fabricacion de
un medicamento para mejorar la funcién renal reducida, en el que la mejora de la funcion renal obtenida no se
produce como consecuencia de la desintoxicacion de LPS por parte de la FAL. En una realizaciéon aun mas preferida,
la invencién proporciona el uso de la fosfatasa alcalina (FAL) en la fabricacion de un medicamento para mejorar la
funcién renal reducida, en el que dicha funcién renal se reduce debido a una insuficiencia renal, y en el que dicha
funcion renal reducida se induce o se mantiene o se agrava por la disminucion del flujo sanguineo renal y/o
isquemia. Dicha disminucién del flujo sanguineo renal y/o isquemia, preferiblemente, se induce o mantiene o agrava
debido a deshidratacion, insuficiencia cardiaca, choque séptico, pérdida grave de sangre, hipertension, aterosclerosis
y/o trombosis. En otra realizacién preferida mas, la invencién proporciona el uso de la fosfatasa alcalina (FAL) en la
fabricacién de un medicamento para mejorar la funcién renal reducida, en el que dicha funcién renal disminuye
debido a una insuficiencia renal y en el que dicha funcién renal reducida se induce o se mantiene o se agrava por la
disminucion del flujo sanguineo renal y/o isquemia, en el que dicha disminucion del flujo sanguineo renal y/o
isquemia, preferiblemente, se induce o se mantiene o se agrava por un medicamento o farmaco o toxina,
preferiblemente seleccionado del grupo que consiste en agentes antiinflamatorios (mas preferiblemente, farmacos
antiinflamatorios no esteroides) y medicamentos para la presion arterial (lo mas preferiblemente, inhibidores de la
enzima conversora de la angiotensina (ACE) y/o bloqueadores del receptor de la angiotensina (BRA)

También se revela el uso de la fosfatasa alcalina (FAL) en la fabricacién de un medicamento para tratar o prevenir la
funcion renal reducida producida como consecuencia del aumento de la expresion de la NO sintasa inducible (iNOS)
(renal). Tal tratamiento es muy util en el tratamiento del denominado dafio o insuficiencia renal temprana y, por lo
tanto, se puede usar, por ejemplo, para tratar o prevenir la nefropatia temprana. Las personas en necesidad de tal
tratamiento se pueden identificar facilmente mediante la determinacion de la cantidad de iINOS y comparando el valor
obtenido con un nivel medio. Mediante la administracién de una cantidad eficaz de fosfatasa alcalina a una persona
diagnosticada con dafio o insuficiencia renal temprana, se reduce la cantidad de iINOS renal. Los presentes
inventores han determinado que el tratamiento con fosfatasa alcalina produjo una atenuacién del aumento de la
expresion de ARNm de iNOS en células renales, generando una reduccion de la excrecién urinaria de metabolitos de
NO. El tratamiento con FAL mejora las respuestas inflamatorias, produciendo una reduccién de la induccion de la
expresion de iINOS renal, lo que conduce a una atenuacién de la produccién de metabolitos de NO y a un menor
dafio tubular proximal.

La insuficiencia renal, generalmente, esta acompanada de un dafo estructural de las células renales que se secretan
en la orina. El aislamiento de estas células de una muestra de orina y el posterior analisis de la sintesis de ARN
proporciona una util herramienta de control de la funcién renal, del dafio del rifién y, con el tiempo, la inversién del
dafo. En el ejemplo 1, la expresién de ARNm de la éxido nitrico sintasa inducible (iINOS) en las células renales
secretadas en la orina se usa como marcador de la insuficiencia renal y, por lo tanto, se podria usar para controlar el
dafo y la inversion del dafio gracias a un tratamiento con FAL. El mecanismo subyacente del dafio es la induccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) por la iINOS, dando lugar a fugas del rifidén. La reduccién de la induccion de
ERO a través de la infrarregulacién de la iNOS se puede controlar mediante el uso de este procedimiento.

Por lo tanto, se revela el uso de la FAL en la preparacién de un medicamento para mejorar la funcion renal reducida,
que comprende ademas el analisis de la presencia o la ausencia de una molécula de ARN en una muestra de orina.
Preferiblemente, dicha molécula de ARN es una molécula de ARNm. Incluso mas preferiblemente, dicha molécula de
ARNm es ARNm de iNOS. Lo mas preferible es que dicho ARN se obtenga de células renales secretadas en la
orina.

La invencion usa la fosfatasa alcalina (FAL) para mejorar una reduccioén (o una afeccion) de la funcién renal.

La fosfatasa alcalina (FAL); EC 3.1.3.1 segun la nomenclatura de enzimas IUBMB, cuyo nombre comun es fosfatasa
alcalina (FAL), es una enzima que cataliza la reaccion de un monoéster de fosfatasa y H,O en un alcohol y fosfato.
Otro/s nombre/s de la FAL son fosfomonoesterasa alcalina; fosfomonoesterasa; glucerofosfatasa; fosfohidrolasa
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alcalina; fenilfosfatasa alcalina; ortofosférico monoéster fosfohidrolasa (6ptimo alcalino). EI nombre sistematico de la
FAL es fosfato monoéster fosfohidrolasa (6ptimo alcalino).

La FAL es una enzima de amplia especificidad; también cataliza las transfosforilaciones. En los seres humanos y
otros mamiferos, se conocen al menos cuatro fosfatasas alcalinas distintas, pero relacionadas. Estas son la
fosfatasa alcalina intestinal, placentaria, de tipo placenta y hepatica/ésea/renal (o no especifica del tejido). Las tres
primeras se encuentran juntas en el cromosoma 2, mientras que la forma no es especifica del tejido esta ubicada en
el cromosoma 1. Se desconocen las funciones fisiologicas exactas de las FAL, pero la FAL parece estar implicada
en un gran numero de procesos fisiologicos.

Una fuente de FAL puede ser una enzima FAL comercial o cualquier composicion que comprenda la enzima FAL y
cualquier medio que sea capaz de producir una enzima FAL funcional en el contexto de la presente invencién, tal
como acidos nucleicos ADN o ARN que codifiquen una proteina FAL. El acido nucleico que codifica la FAL se puede
incorporar a vectores adecuados tales como plasmidos, fagémidos, fagos, (retro)virus, transposones, vectores de
terapia génica y otros vectores capaces de inducir o conferir la produccién de la FAL. También se pueden aplicar
como fuente de la FAL en el contexto de la presente invencidon microorganismos nativos o recombinantes tales como
bacterias, hongos, protozoos y levaduras.

Las composiciones que contienen FAL para su uso segun la presente invencion comprenden preferiblemente una
FAL eucariota, mas preferiblemente, una FAL de mamifero, que puede ser del tipo de FAL no especifica del tejido,
tal como de tipo hepatico-6seo o renal, o especifica del tejido, tal como la FAL placentaria, FAL intestinal y la FAL de
tipo placenta. Esta ultima, también conocida como FAL de células germinales, se encuentra en los testiculos, el timo
y ciertos tumores de células germinales (1) y esta estrechamente relacionada con las formas de fosfatasa alcalina
tanto placentaria como intestinal (2). El experto estd perfectamente capacitado para buscar en bancos de acidos
nucleicos y seleccionar una secuencia que codifique la fosfatasa alcalina. Lo mas preferible es que la FAL de
mamifero sea una FAL humana o bovina. Por consiguiente, en una realizacion preferida, la invencién proporciona el
uso de la fosfatasa alcalina (FAL) segun la invencion, en el que dicha FAL es FAL de mamifero e, incluso mas
preferiblemente, en el que dicha FAL es FAL humana. Los ejemplos no restrictivos de una secuencia de FAL
humana se pueden encontrar en la coleccion del NCBI (Genpept) e incluyen: NP_001622 (FAL intestinal),
NP_001623 (FAL placentaria), NP_112603 (FAL de tipo placenta) o NP_000469 (FAL no especifica del tejido). La
invencion también comprende el uso de un polimorfismo de cualquiera de dichas secuencias. En otra realizacion
preferida mas, dicha FAL es FAL placentaria, FAL de tipo placenta, FAL intestinal o FAL hepatica/ésea/renal.

En otra realizacion preferida mas, la invencién proporciona el uso de la FAL segun la invencion, en el que dicha FAL
es FAL recombinante.

Desde un punto de vista de la configuracion, una fosfatasa alcalina consiste aproximadamente en dos dominios: un
dominio de corona y un dominio de sitio activo. El dominio de sitio activo se puede dividir en partes separadas, como
el residuo catalitico y los tres sitios de iones metalicos (Zn1, Zn2 y Mg3). Desde un punto de vista de la estructura
primaria, es evidente que el dominio de corona esta flanqueado por los aminoacidos que forman el dominio del sitio
activo. La secuencia de aminoacidos de las fosfatasas alcalinas y las posiciones relativas del dominio catalitico y del
dominio de corona son conocidas por los expertos. Como ejemplo, se hace referencia a la Figura 10, que muestra,
entre otras, la secuencia de aminoacidos de las cuatro fosfatasas alcalinas humanas. El dominio de corona esta
subrayado en estas secuencias.

Las fosfatasas alcalinas estan presentes en casi todos los organismos, desde las bacterias hasta los seres humanos.
En una realizacién preferida, la FAL es una fosfatasa alcalina aislada o recombinante que comprende un dominio de
corona y un dominio catalitico, en la que dicho dominio de corona y dicho dominio catalitico se obtienen de diferentes
fosfatasas alcalinas y la que al menos una de dichas diferentes fosfatasas es una fosfatasa humana. La otra
fosfatasa es, por ejemplo, fosfatasa alcalina de Escherichia coli o una de las siete fosfatasas alcalinas intestinales
bovinas conocidas. En una realizacién preferida, se usa una fosfatasa alcalina aislada o recombinante que
comprende un dominio de corona y un dominio catalitico, en la que dicho dominio de corona y dicho dominio
catalitico se obtienen de diferentes fosfatasas alcalinas y en la que las diferentes fosfatasas alcalinas son fosfatasas
humanas. Esta es especialmente util si la fosfatasa modificada se usa posteriormente en la terapia humana. Se
espera que tales fosfatasas modificadas (genéticamente) de origen humano no sean o sean muy poco inmundgenas.
Sin embargo, es evidente para los expertos que si se usa una fosfatasa modificada, por ejemplo, en diagnésticos "in
vitro" o "ex vivo", ésta puede estar compuesta, por ejemplo, de una fosfatasa alcalina humana y una de E. coli o
puede estar compuesta de una fosfatasa alcalina bovina o una de E. coli.

En otra realizacion preferida mas, la FAL es una fosfatasa alcalina aislada o recombinante que comprende un
dominio de corona y un dominio catalitico, en la que dicho dominio de corona y dicho dominio catalitico se obtienen
de diferentes fosfatasas alcalinas y en la que dicho dominio de corona es el dominio de corona de la FAL placentaria
(ALPP) y en la que dicho dominio catalitico es el dominio catalitico de la FAL intestinal (ALPI). Preferiblemente, al
menos una de dichas fosfatasas diferentes es una fosfatasa humana y, en una realizacién aun mas preferida, ambas
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fosfatasas diferentes son fosfatasas humanas.

Otras mutantes preferidas con el dominio cambiado que se basan en las fosfatasas alcalinas humanas son:

Dominio catalitico | Dominio de corona Denominada

ALPI GCAP catALPl/crownGCAP
TNAP catALPl/crownTNAP

ALPP GCAP catALPP/crownGCAP
TNAP catALPP/crownTNAP

GCAP ALPI catG CAP/crownALPI
ALPP catGCAP/crownALPP
TNAP catGCAP/crownTNAP

TNAP ALPI catTNAP/crownALPI
ALPP catTNAP/crownALPP
GCAP catTNAP/crownGCAP

En aras de la claridad, ALPI es FAL intestinal, ALPP es FAL placentaria, GCAP es FAL de tipo placenta y TNAP es
FAL no especifica del tejido.

Es evidente que también se pueden hacer combinaciones entre el dominio catalitico de la fosfatasa alcalina de
Escherichia coli o cualquiera de las formas humanas (ALPI, ALPP, GCAP o TNAP) con el dominio de corona de una
fosfatasa alcalina intestinal bovina. Ademas, también se pueden producir combinaciones del dominio de corona de
una fosfatasa alcalina intestinal bovina con el dominio catalitico de la fosfatasa alcalina de Escherichia coli o
cualquiera de las formas humanas.

Otra clase de fosfatasas modificadas utiles son fosfatasas que en condiciones naturales estan ligadas a la
membrana de una célula a través de un anclaje de glicosilfosfatidilinositol (GPI), pero que ahora estan modificadas
de modo que ya no estan unidas a la membrana de una célula. Los ejemplos de fosfatasas que estan ancladas a
través de GPI son la fosfatasa alcalina y la 5'-nucleotidasa. Todas las isoenzimas son funcionalmente activas en la
membrana celular y las formas deficientes en el anclaje GPI no se encuentran presentes de forma natural a niveles
detectables. Aunque se ha demostrado la actividad de la fosfatasa alcalina en suero, en general, se acepta que la
enzima sigue estando presente en las fracciones de membrana o vesiculas de membrana desprendidas. La actividad
de la FAL en la leche también esta presente en las fracciones que contienen vesiculas de membrana. El anclaje GPI
se almacena como una molécula precursora en la célula en la que esta unida al sitio de union a través de una
transamidasa. La estructura central del anclaje GPI es idéntica en los mamiferos, pero se conocen modificaciones en
funcién del tipo de célula.

Las fosfatasas alcalinas se encuentran predominantemente en asociacion con membranas plasmaticas a través de
su anclaje GPI. Por ejemplo, los neutréfilos presentan la enzima contra el fondo de su membrana celular con carga
negativa en vez de liberarla en el microambiente inflamatorio. Por esta razén, antes de la presente invencion, se
reconocia en general que para una actividad in vivo 6ptima de FAL, la encima debia estar dentro de una membrana
celular o una membrana vesicular.

Para un uso farmacéutico de la FAL en sujetos humanos, se prefiere, para la mayoria de aplicaciones, aplicar formas
humanas de la enzima a medicamentos y tratamiento, pues las formas de FAL obtenidas de otras especies pueden
ser inmunégenas en seres humanos y el tratamiento podria provocar reacciones inmunolégicas y efectos
secundarios patolégicos. En algunos sujetos, se pueden producir incluso efectos secundarios letales, es decir, se
puede generar un choque anafilactico (mostrado en los estudios con animales de los presentes inventores), por
tanto, es preferible minimizar los riesgos de sufrir efectos secundarios inmunolégicos. Como, en la practica, resulta
inviable el aislamiento de la FAL de los seres humanos, se pueden producir de la manera habitual formas
recombinantes humanas de las proteinas FAL en diferentes plataformas de expresiéon recombinantes. Sin embargo,
la expresion y la purificacion de proteinas modificadas en cuanto al GPI y ancladas a la membrana es muy dificil; las
proteinas GPI son dificiles de separar de las membranas, y dificiles de aislar y purificar. No obstante, antes de la
presente invencion, el anclaje GPI y la localizaciéon de la membrana siempre se han considerado esenciales para la
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actividad biolégica de la FAL.

Sin embargo, en una de las realizaciones de la presente invencion, la FAL es una fosfatasa aislada o recombinante
que comprende una modificacién en la secuencia sefial de glicosilfosfatidilinositol (GPI), en la que dicha modificacion
provoca una fosfatasa secretada, es decir, la fosfatasa no esta unida a la membrana celular.

En una realizacién preferida, se usa una fosfatasa aislada o recombinante que comprende una modificacién en la
secuencia sefial de glicosilfosfatidilinositol (GPI), en la que dicha modificacién provoca una fosfatasa secretada que
es biolégicamente activa, es decir, muestra una actividad hacia un (determinado) sustrato bioldgico.

No hay ninguna secuencia general responsable de la unién de un anclaje GPI, pero existe un consenso claro:

1) tramo hidroéfobo de aminoacidos en el extremo C-terminal (al menos 11 aminoacidos, pero preferiblemente
mas de 11 aminoacidos);

2) secuencia arriba de la region hidréfoba, un espaciador de aminoacidos hidréfilos (5-12 aminoacidos);
3) el GPI esta unido a un aminoacido pequefio: glicina, acido aspartico, asparagina, alanina, serina o cisteina;

4) los 2 aminoacidos posteriores secuencia abajo del sitio de union de GPI deben ser aminoacidos pequefios y en
la mayoria de los casos se seleccionan entre glicina, &cido aspartico, asparagina, alanina, serina o cisteina.

Basandose en este consenso, el experto en la técnica es capaz de mutar este consenso, por ejemplo, mediante la
insercion de uno o multiples aminoacidos y la alteracion de parte del consenso. Sin embargo, en una realizacion
preferida, se usa una fosfatasa aislada o recombinante que comprende una modificacion en la secuencia sefal de
glicosilfosfatidilinositol (GPI), en la que dicha modificacion produce una fosfatasa secretada y en la que dicha
modificacion comprende una mutacién o una delecion de la secuencia de aminoacidos que abarca la secuencia
sefal de GPI consenso.

Para aplicaciones en terapia humana, se desea que la fosfatasa modificada resultante no sea o sea muy poco
inmundgena, es decir, que la fosfatasa modificada sea esencialmente de origen humano. En una realizacion
preferida, la FAL es una fosfatasa aislada o recombinante que comprende una modificacion en la secuencia sefial de
glicosilfosfatidilinositol (GPI), en la que dicha modificacion produce una fosfatasa secretada (preferiblemente, con
actividad contra un determinado sustrato bioldgico) y en la que dicha fosfatasa es una fosfatasa humana.

Ejemplos de fosfatasas que tienen anclaje GPI son la fosfatasa alcalina y la 5'-nuclectidasa, y por lo tanto, en una
realizacion preferida, se usa una fosfatasa aislada o recombinante que comprende una modificacion en la secuencia
sefial de glicosilfosfatidilinositol (GPI), en la que dicha modificacion produce una fosfatasa secretada y en la que
dicha fosfatasa es una fosfatasa alcalina, por ejemplo, una fosfatasa alcalina humana tal como, por ejemplo,
fosfatasa hepatica-renal-6sea humana, fosfatasa alcalina intestinal humana o fosfatasa alcalina de tipo placenta
humana.

Es evidente que cualquiera de las fosfatasas modificadas secretables descritas se pueden producir, por ejemplo,
mediante la introduccién en una célula huésped de un acido nucleico capaz de codificar dicha fosfatasa secretable,
preferiblemente, unida operativamente a secuencias reguladoras, y permitiendo que dicha célula huésped exprese
dicha fosfatasa secretable y, opcionalmente, mediante el aislamiento de la fosfatasa producida del medio en el que
se cultiva y/o se mantiene la célula huésped. Sin embargo, aparte de las mutaciones de la secuencia con unién GPI
mencionada anteriormente, existen otros procedimientos que producen proteinas secretadas sin anclaje GP!I:

1) Tras la expresién como proteinas ancladas a la membrana, se pueden usar fosfolipasas para escindir el
anclaje GPI.

2) La interferencia en la produccion del anclaje GPI o el uso de una célula (tipo de célula) que sea deficiente en la
produccién de anclaje GPI también se pueden usar para crear una forma secretable de una proteina anclada a
GPIl de otra manera. Los ejemplos de lineas celulares que se han creado para que sean deficientes en la
bioquimica del anclaje GPI son, por ejemplo Jurkat, AM-B, C84, BW, S49, CHO y Raiji.

3) La interferencia en o el uso de una célula deficiente en transamidasas se puede usar para inhibir la union de
un anclaje GPI a la proteina, haciendo que la proteina carezca de anclaje y sea secretable. Dicha célula
deficiente se ha obtenido mediante mutagénesis en células CHO.

Es evidente para los expertos en la técnica que se puede modificar mas y convertir en secretable una fosfatasa
modificada que comprende un dominio de corona y un dominio catalitico, en la que dicho dominio de corona y dicho
dominio catalitico se obtienen de diferentes fosfatasas alcalinas. Por lo tanto, en una realizacion preferida, la FAL es
una fosfatasa aislada o recombinante que comprende una modificacion en la secuencia sefal de
glicosilfosfatidilinositol (GPI), en la que dicha modificacion produce una fosfatasa secretada y en la que dicha
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fosfatasa recombinante comprende ademas un dominio de corona y un dominio catalitico que se obtienen de
diferentes fosfatasas. En la Figura 10, se proporcionan ejemplos no restrictivos de tales fosfatasa (alcalinas)
mutantes. Tal mutante combinada o "doble" produce, por ejemplo, una fosfatasa modificada con una cierta actividad
especifica, estabilidad o especificidad de sustrato y, al mismo tiempo, la produccion de tal producto es mucho mayor
por el hecho de que puede ser aislado del medio que rodea las células productoras.

La FAL se puede administrar por diferentes vias, por ejemplo, intravenosa, rectal, bronquial u oral.

En una realizacion preferida, la via de administracion usada es la intravenosa. Es evidente para el experto en la
técnica que, preferiblemente, se administra una cantidad eficaz de FAL. Como punto de partida, se pueden usar 10-
500 U/Kg /dia. Si se usa la via de administracién intravenosa, la FAL (al menos durante un cierto periodo de tiempo)
se aplica, preferiblemente, mediante una infusién continua.

Se revelan composiciones que comprenden una fuente de FAL, entre las que hay composiciones farmacéuticas y
nutracéuticas que comprenden una fuente de FAL. Las composiciones pueden comprender opcionalmente
excipientes farmacéuticamente aceptables, estabilizantes, activadores, vehiculos, permeadores, propulsores,
desinfectantes, diluyentes y conservantes. Los excipientes adecuados son cominmente conocidos en la técnica de
la formulacion farmacéutica, y los expertos en la técnica los pueden encontrar y aplicar facilmente en referencias
como, por ejemplo, “Remmington Pharmaceutical Sciences”, Mace Publishing Company, Filadelfia, PA., XVII ed.
1985. Preferiblemente, las composiciones que comprenden una fuente de FAL son adecuadas para la administracién
oral y comprenden una cubierta entérica para proteger la FAL de los efectos adversos de los jugos gastricos y un pH
bajo. La cubierta entérica y las formulaciones de liberacién controlada son bien conocidas en la técnica (referencias
descritas anteriormente). Las composiciones de las cubiertas entéricas de la técnica pueden estar compuestas de
una solucion de un polimero de recubrimiento entérico hidrosoluble mezclado con el/los ingrediente/s activo/s tales
como la FAL y otros excipientes, que estan dispersos en una solucion acuosa y que posteriormente se pueden secar
y/o sedimentar. La cubierta entérica formada ofrece resistencia a la FAL contra el ataque de la humedad atmosférica
y el oxigeno durante el almacenamiento, asi como de los fluidos gastricos y un bajo pH tras su ingestiéon, mientras
que se descompone facilmente en las condiciones alcalinas que existen en el tracto intestinal inferior.

Se proporciona a un sujeto (preferiblemente, un ser humano) una cantidad eficaz de FAL por cualquier via de
administracion adecuada y con la FAL en cualquier forma apropiada. Preferiblemente, los parametros indicativos de
la funcién renal se determinan antes de la administracion de la FAL y después de la administraciéon de la FAL, lo que
permite determinar si el tratamiento es exitoso. La administracién de dosis adicionales se repite tantas veces como
sea necesario, preferiblemente, hasta que los parametros de la funcion renal se consideran aceptables. Un ejemplo
de un parametro adecuado es la presencia o la ausencia de una molécula de ARN. Preferiblemente, dicha molécula
de ARN es una molécula de ARNm. Incluso mas preferiblemente, dicha molécula de ARNm es ARNm de iNOS. Lo
mas preferible es que dicho ARN se obtenga de células renales secretadas en la orina.

Otro modo preferido de administracion comprende el uso de composiciones farmacéuticas que comprenden fuentes
de FAL que se pueden administrar en una pauta de dosificaciéon diaria durante un periodo de tiempo prolongado.
Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas comprenden una cubierta entérica para proteger la FAL de los
efectos perjudiciales producidos por los jugos gastricos (pH 1,0 a 2,5) y garantizar la administracién eficaz de la FAL.

En otra realizacién mas, el uso de FAL en la preparacion de un medicamento para mejorar la funcién renal reducida
se combina con cualquier otra terapia (es decir, terapia de combinacion). Otra terapia de este tipo también se dirige,
por ejemplo, a mejorar la funcién renal. Los ejemplos de otras terapias dirigidas a mejorar la funcion renal se han
descrito anteriormente. Ejemplos no restrictivos son el tratamiento con furosemida (Lasix), calcio o didlisis. Otros
ejemplos de la terapia de combinacion adecuada son el tratamiento con FAL y al menos un inhibidor de iNOS o un
tratamiento con FAL y al menos un inhibidor de TNFa. Los compuestos activos se pueden administrar
secuencialmente o al mismo tiempo.

En otra realizacion mas, la invencion proporciona FAL para un uso en el tratamiento de la funcién renal reducida, en
el que dicha funcion renal se reduce como consecuencia de una insuficiencia renal. La FAL para su uso segun la
invencion se puede extender mas mediante la identificacion de un sujeto que padezca funcién renal reducida. En una
realizacion, la invencion proporciona FAL para un uso en el tratamiento de la funcién renal reducida, en el que la
mejora de la funcién renal obtenida no se debe a la desintoxicacion de LPS por parte de la FAL.

Una realizacion proporciona FAL para un uso segun la invencion, en el que dicha funcion renal reducida se induce o
se mantiene o se agrava por un medicamento o un farmaco y/o una toxina. Dicho medicamento, farmaco y/o toxina
se selecciona, preferiblemente, del grupo que consiste de antibidticos, inhibidores de proteasa, agentes
quimioterapéuticos, agentes antiinflamatorios, medicamentos para la presion arterial, insecticidas, herbicidas,
etilenglicol, colorantes de contraste, metales pesados y toxinas bacterianas.

También se proporciona FAL para un uso segun la invencion, en el que dicha funcion renal reducida se induce o se
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mantiene o se agrava debido a una insuficiencia renal aguda. Dicha funcién renal reducida, preferiblemente, se
induce o se mantiene o se agrava por insuficiencia renal aguda intrinseca. En una realizacién, dicha insuficiencia
renal aguda se induce o se mantiene o se agrava por un medicamento o un farmaco o una toxina, preferiblemente,
seleccionado del grupo que consiste en aminoglucésidos, agentes quimioterapéuticos, colorantes de contraste,
metales pesados y toxinas bacterianas.

También se proporciona una FAL para un uso segun la invencion, en el que dicha funcién renal reducida se induce o
se mantiene o se agrava debido a una insuficiencia renal aguda intrinseca. Dicha insuficiencia renal aguda intrinseca
es, preferiblemente, necrosis tubular aguda y/o glomerulonefritis. Preferiblemente, dicha necrosis tubular aguda y/o
glomerulonefritis se induce o se mantiene o se agrava por un medicamento o un farmaco o una toxina, lo mas
preferiblemente, seleccionado del grupo que consiste en aminoglucésidos, agentes quimioterapéuticos, colorantes
de contraste, metales pesados y toxinas bacterianas.

También se proporciona FAL para un uso segun la invencion, en el que dicha funcion renal reducida se induce o se
mantiene o se agrava por la disminucidon del flujo sanguineo renal y/o isquemia. Dicha disminucion del flujo
sanguineo renal y/o isquemia, en una realizacidon, se induce o se mantiene o se agrava por deshidratacion,
insuficiencia cardiaca, choque séptico, pérdida grave de sangre, hipertension, aterosclerosis y/o trombosis.
Preferiblemente, dicha reduccion del flujo sanguineo renal y/o isquemia se induce o se mantiene o se agrava por un
medicamento o un farmaco o una toxina, lo mas preferiblemente, seleccionado del grupo que consiste en inhibidores
de la enzima conversora de la angiotensina (ECA) y farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE).

También se proporciona FAL para un uso segun la invencion, en el que dicha FAL es una FAL de mamifero,
preferiblemente, una FAL humana. Mas preferiblemente, la FAL es FAL placentaria, FAL de tipo placenta, FAL
intestinal o FAL hepatica/dsea/renal. Mas preferiblemente, la FAL es recombinante.

La invencion se explicara mas detalladamente en los siguientes ejemplos no restrictivos.

Parte experimental

Materiales y procedimientos

Ejemplo 1- Efecto de la FAL en la funcién renal de pacientes con sepsis
Pacientes

Se asignaron al azar quince pacientes ingresados en la unidad de cuidados intensivos con diagnéstico de funcién
renal reducida a un tratamiento con FAL (2 FAL: 1 Placebo).

Se extrajeron sangre arterial y orina cateterizada en varios puntos temporales comprendidos entre las 0 y las 24 h
posteriores a su inclusién en el estudio. Se registraron los volimenes de orina y se congelaron las muestras para la
determinacion de los metabolitos de NO a -80 °C hasta que se emplearon para el ensayo como se describe
anteriormente (6). La creatinina y la proteina se determinaron mediante la quimica clinica habitual.

Intervencion

Se obtuvo fosfatasa alcalina intestinal bovina (FAL, AM-Pharma, Bunnik, Paises Bajos) de la mucosa intestinal de
ternero de < 6 meses de vida. Los pacientes que reunian los requisitos necesarios recibieron bien FAL o placebo
(Tris-HCI 2,5mM, cloruro magnésico 2,5mM, cloruro de cinc 0,05mM, pH 7,3, con glicerol al 40 % como estabilizador)
por via intravenosa durante 24 h en una proporcion de 2:1. Los pacientes asignados al azar al tratamiento con FAL
recibieron una inyeccién de bolo inicial de 67,5 U/Kg de peso corporal administrada durante 10 minutos, seguida de
una infusién continua de 132,5 U/Kg durante las 23 h y 50 minutos restantes.

Ensayos quimicos

Se determinaron la cantidad total de metabolitos de NO estables, nitrato y nitrito como una medida de la produccion
de radicales de NO, usando la reaccion de Griess, segun Moshage et al. (18). Se diluyeron el plasma heparinizado y
las muestras de orina por cuatro y por cuarenta con agua destilada, respectivamente. Se determinaron las
cantidades de glutatién-S-transferasa A1-1 (GSTA1-1) y GSTP1-1 en orina para diferenciar entre una lesion de las
células tubulares proximales y distales, y se analizaron por triplicado mediante ELISA como se ha descrito
previamente (19, 20).
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Determinacion de la expresion del ARNm de iNOS

Se centrifugaron las muestras de orina a 700 g durante 10 minutos a 4 °C. Se aisld el ARN de los sedimentos
celulares y se transcribié de forma inversa en ADNc segun lo descrito anteriormente (6). Se amplificaron la INOS
humana y GAPDH con un ensayo de expresion génica previamente desarrollado proporcionado por Applied
Biosystems (iNOS; Hs00167248_m1, GAPDH; Hs99999905_m1). Todos los experimentos se realizaron por
triplicado. Las cantidades de muestras se normalizaron con respecto a la expresion del gen constitutivo GAPDH.

Ejemplo 2- Efecto de la FAL en la insuficiencia renal inducida por gentamicina

Se evaluaron los efectos de la fosfatasa alcalina (FAL) en un modelo de nefrotoxicidad inducida por gentamicina en
ratas Wistar. Se administré a los animales gentamicina a 120 mg/Kg por via intramuscular durante siete dias
consecutivos. Se extrajeron muestras de orina durante las 24 horas del dia 6 para medir el volumen de orina, los
electrolitos (Na*, K*), la creatinina, la N-acetilglucosaminidasa (NAG) y las proteinas. Se extrajeron muestras de
sangre en fase terminal el dia 7; se midieron las concentraciones de creatinina sérica, el NUS y los electrolitos (Na®,
K"). Se proporcioné a los grupos tratados con gentamicina (n = 8 por grupo) una inyeccién intravenosa lenta de
vehiculo o FAL (100 U/Kg), inmediatamente antes de la dosis diaria de la gentamicina, seguida de otra dosis cada 12
horas durante siete dias consecutivos (total de 14 dosis de FAL = 1.400 U/Kg). Un grupo de control (n = 8) recibio
una inyeccioén intraperitoneal de solucidn salina fisiologica el dia 0 e inyecciones intravenosas lentas de vehiculo
usando la misma pauta de dosificacion de dos veces al dia, segun lo indicado para la FAL.

Ejemplo 3 - Efecto de la FAL sobre la insuficiencia renal inducida por cisplatino

Se evaluaron los efectos de la fosfatasa alcalina en la funcién renal de ratas Wistar macho tras una sola inyeccion
intraperitoneal de cisplatino a 7,5 mg/Kg (indicado como el dia 0). Se recogieron muestras de orina durante las 24
horas del dia 2 y del dia 5 para medir el volumen de orina, los electrolitos (Na*, K*), la creatinina y las proteinas. Se
extrajeron muestras de sangre el dia 3 y el dia 6; se midieron las concentraciones de creatinina sérica, el NUS y los
electrolitos (Na*, K*). Se administré a los grupos tratados con cisplatino (n = 8 por grupo) una inyeccién intravenosa
lenta de vehiculo o FAL (200 U/kg) 30 min antes de la prueba de provocaciéon con el cisplatino, tras lo que se
administrd una segunda dosis 12 horas mas tarde; la dosificacion i.v. continué el dia 1 (x 2) y el dia 2 (x 1) para un
total de 5 dosis (dosis total de FAL de 1.000 U/Kg). Un grupo de control (n = 8) recibié una inyeccion intraperitoneal
de solucién salina fisiolégica el dia 0 e inyecciones intravenosas lentas de vehiculo usando la misma pauta de
dosificacion de dos veces al dia, segun lo indicado para la FAL.

Ejemplo 4 - Efecto de la FAL en pacientes de sepsis con insuficiencia renal
Pacientes

Se asignaron al azar treinta y seis pacientes ingresados en las unidades de cuidados intensivos de ocho hospitales
independientes, con diagnoéstico de sepsis a un tratamiento con FAL (2 FAL: 1 Placebo). Se extrajeron sangre
arterial y la orina cateterizada en varios puntos temporales comprendidos entre las 0 y las 48 h posteriores a su
inclusion en el estudio. Los grupos tratados con verum y placebo se analizaron en conjunto o como subgrupos
limitados a los pacientes que presentaban insuficiencia renal, definida como creatinina sérica > 150 umol/I al inicio
del estudio, o que ya estaban en tratamiento renal sustitutivo. Se analizaron la creatinina sérica (mediante la quimica
clinica habitual), la mortalidad y la necesidad de terapia renal sustitutiva de los grupos.

Intervencion

Se obtuvo fosfatasa alcalina intestinal bovina (FAL, AM-Pharma, Bunnik, Paises Bajos) de la mucosa intestinal de
ternero de < 6 meses de vida. Los pacientes que reunian los requisitos necesarios recibieron FAL o placebo (Tris-
HCI 2,5mM, cloruro magnésico 2,5mM, cloruro de cinc 0,05mM, pH 7,3, con glicerol al 40 % como estabilizador) por
via intravenosa durante 24 h en una proporcion de 2:1. Los pacientes asignados al azar al tratamiento con FAL
recibieron una inyeccién de bolo inicial de 67,5 U/Kg de peso corporal administrada durante 10 minutos, seguida de
una infusién continua de 132,5 U/Kg durante las 23 h y 50 minutos restantes.

Otros ejemplos de modelos adecuados que se pueden usar para demostrar mejor la eficacia de la fosfatasa alcalina
en el tratamiento de la funcién renal reducida son:

(1) Insuficiencia renal aguda inducida por endotoxina en ratas (J. Nephrol. 2005, 18: 374-381)

Se puede producir una insuficiencia renal aguda en ratas hembra Sprague-Dawley mediante una inyeccion
intravenosa de LPS (1 mg/Kg de O111:B4 de E. coli, Sigma, Alemania). Este modelo se caracteriza por una
reduccion de la tasa de filtracion glomerular, una reduccion de la presion arterial y un aumento de la excrecion de
NOx.
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(2) Modelo Anti-Thy-1.1 de glomerulonefritis proliferativa mesangial experimental

Como se describe en Jefferson et al. (J. Nephrol 1999; 12:. 297-307), se puede producir suero de timocitos de
cabra anti-rata mediante inmunizaciones repetidas de una cabra con timocitos de rata Lewis (2 x 108 células por
inyeccion). Se extrae suero después de la segunda y la tercera inyeccion, se combinan y se obtiene una fraccion
enriquecida en IgG mediante un procedimiento de acido caprilico. Seguidamente, se usa una sola dosis
intravenosa de 20 mg por 100 g de peso corporal para inducir la enfermedad en ratas Wistar macho de 180-
230 g.

(3) Glomerulonefritis inducida por cadmio

Las ratas, intoxicadas mediante una inyeccion i.p. diaria durante 5 dias con 500 ug cd® por kg al dia y dejadas
después sin tratamiento durante 15 dias muestran una reduccion de la tasa de filtracion glomerular segun lo
descrito en Jacquillet et al. (Am. J. Physiol. Renal Physiol. 2006, 290: 127-137).2 0 06 ; 290: 127-137).

En estos modelos experimentales, la fosfatasa alcalina se administra por via intravenosa con el fin de prevenir,
retrasar, detener o invertir el proceso patolégico. La fosfatasa alcalina se puede administrar antes de la induccién de
la enfermedad, o antes o después del establecimiento de la enfermedad. La fosfatasa alcalina se puede administrar
s6lo una vez o, durante el establecimiento de la enfermedad, la fosfatasa alcalina se puede administrar varias veces
o en forma de una infusion continua. La fosfatasa alcalina se administrara, por ejemplo, en el intervalo de dosis de 10
U/Kg/dia a 500 U/Kg/dia.

Los parametros que miden la eficacia se pueden seleccionar, pero sin limitacion, entre los siguientes: los parametros
inflamatorios (infiltracién, estado de activacion de leucocitos y macréfagos, produccién de citocinas, activacion de
complementos), estrés oxidativo (produccién de H,O,, contenido de mieloperdxidos en el rifidn, induccion de iNOS,
produccion de NOXx, etc.), dafio renal (disposicion de anticuerpos, coagulacion, histologia) y analisis quimicos de la
sangre, por ejemplo, los niveles de creatinina.

Resultados

Ejemplo 1- Efecto de la FAL sobre la funcion renal de pacientes con sepsis
Pacientes

Se asignaron al azar quince pacientes (FAL, n = 10; placebo, n = 5) con funcion renal reducida durante un periodo
de quince meses.

La FAL atenuta la induccion renal de iNOS

Se us6 una Q-PCR (RT-PCR cuantitativa) para determinar los niveles de ARNm de iNOS de los sedimentos
celulares que se aislaron de muestras de orina al inicio del estudio y en tres puntos temporales separados durante
las primeras 24 h posteriores a la intervencion. Se normalizé la expresion relativa de INOS en voluntarios sanos de
control (n = 4, no se muestran los datos) para el valor umbral de ciclo medio (Ct) del gen constitutivo GAPDH (Ct =
23,6 £ 0,3, Crdelta = 12,1 £ 0,1) y se fij6 en 1 segun lo descrito anteriormente (6). La expresion de iNOS se indujo
42 veces mas en este grupo de pacientes en comparacion con los controles, y la administracion de FAL redujo esta
induccién en un 80 = 5 % en las primeras 24 h. Por el contrario, los pacientes tratados con placebo tuvieron un
mayor aumento de los niveles de iINOS durante las primeras 24 h posteriores a su inclusion en el estudio (840 + 85
%, Fig. 1A) en comparacion con los niveles iniciales.

Los metabolitos de NO en sangre no fueron significativamente diferentes entre los pacientes tratados con FAL y
placebo (datos no mostrados). Sin embargo, la excrecién urinaria de los metabolitos de NO disminuyé un 80 % [-85 a
-75] de 227 [166-531] al inicio del estudio a 41 [28-84] pymol/10 mmol de creatinina (P < 0,05) tras 24 h de la
administracion de la FAL. Tras el tratamiento con placebo, la cantidad de metabolitos de NO urinarios aumenté aun
mas en un 70 % [45-570] (de 81 [64-419] a 628 [65-1479] umol/10 mmol de creatinina, P < 0,05). Ademas, la
excrecion urinaria acumulada de los metabolitos de NO fue significativamente inferior en los pacientes tratados con
FAL (figura 1B).

La FAL atenua el darfo renal

Ninguno de los pacientes requirié terapia renal sustitutiva durante los 28 dias del periodo de seguimiento. Todos los
pacientes mostraron un deterioro de la funcién renal con proteinuria leve como se muestra en la Tabla 1. Las
primeras 24 horas, mejor6 la depuracion de la creatinina en plasma en un 45 % [30-180] de los pacientes tratados
con FAL y se deterioré en un 25 % [-35 a -15] en los pacientes tratados con placebo, como se ilustra en la Tabla 1.
Durante el periodo de seguimiento, disminuyeron significativamente los niveles medios de creatinina en plasma en
los pacientes tratados con FAL, mientras que no se observé ningun cambio significativo en los pacientes tratados
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con placebo (Tabla 1).

La excrecién urinaria tanto de GSTA1-1 como de GSTP1-1 fue elevada en todos los pacientes, indicando un dafio
tubular proximal y distal, respectivamente. Durante las primeras 24 h, disminuyé la cantidad de GSTA1-1 en la orina
de los pacientes tratados con FAL en un 70 % [-80 a -50] de 32,7 [11,5-131,1] a 6,5 [5,4-15,7] pug/10 mmol de
creatinina (P < 0,05) en comparacion con un aumento de un 200 % [45-525] en los pacientes tratados con placebo
(de 26,9 [15,2-32,8] a 38,9 [33,0-205,8] P < 0,05). El excreciéon urinaria acumulada de GSTA1-1A fue
significativamente menor en los pacientes tratados con FAL (Fig. 1C). Por otra parte, la excreciéon urinaria de
GSTP1-1 tendié a aumentar levemente (de 22,7 [13,6-41,3] al inicio del estudio a 11,9 [8,5-82,5] ug/10 mmol de
creatinina a las 24 h, P = 0,072) tras el tratamiento con FAL. Sin embargo, para la excrecion urinaria acumulada de
GSTP1-1 no se observaron diferencias significativas entre los dos grupos de tratamiento durante las primeras 24
horas del tratamiento (figura 1D).

Ejemplo 2- Efecto de la FAL en la insuficiencia renal inducida por gentamicina

La gentamicina a 120 mg/Kg x 7 provocd una insuficiencia renal grave en ratas manifestada por poliuria, proteinuria,
la reduccion de la excrecion de electrolitos, el aumento de FEy,, enzimuria (NAG), elevacion de la creatinina sérica y
del NUS, disminucion de la depuracion de la creatinina, una medida de tasa de filtracion glomerular, y aumento del
peso del rifion.

Las dos inyecciones diarias de FAL durante 7 dias (100 U/Kg b.i.d. x 14), administrdndose la primera dosis antes de
la administracion diaria de la gentamicina, provocé una reducciéon de la creatinina sérica (Fig. 2) y los niveles de NUS
(Fig. 3), asi como un aumento en la excrecion de la creatinina en la orina (Fig. 4). Estas mejoras contribuyen al
aumento de la depuracion de la creatinina como resultado del tratamiento con FAL (Fig. 5). En este ejemplo, se
muestra que la FAL, 100 U/kg b.id. IV x 7 tiene efectos protectores contra la nefrotoxicidad inducida por la
gentamicina en ratas, con respecto a NUS, Sc, Cc, y UC..

Ejemplo 3 - Efecto de la FAL sobre la insuficiencia renal inducida por cisplatino

Los 7,5 mg/Kg i.p. de cisplatino provocaron la funcion renal reducida, como se refleja en los siguientes parametros:
poliuria, proteinuria, disminucién de la excrecion de electrolitos, elevacion de la creatinina sérica y del NUS, y
disminucién de la depuracion de la creatinina, una medida de la tasa de filtracion glomerular.

En este ejemplo, se muestra que la FAL (200 U/Kg x 5 i.v.), protege contra la proteinuria inducida por cisplatino en
ratas (Fig. 6), una medida del dafo tubular en este modelo, y mejora la depuracion de la creatinina enddgena.

Ejemplo 4 - Efecto de la FAL en pacientes de sepsis con insuficiencia renal
Pacientes

Se asignaron al azar treinta y seis pacientes con sepsis a un tratamiento con placebo (n = 11) o FAL (n = 25), y se
analizaron los niveles de creatinina en suero, la necesidad de terapia renal sustitutiva y la mortalidad. Ademas, se
analizaron estos resultados en un subgrupo (placebo n = 5; FAL n = 11) que presentaba insuficiencia renal al inicio
del estudio.

Creatinina sérica

Al inicio del estudio y a las 12 h, 24 h y 48 h después de la intervencion, se midieron los niveles de creatinina sérica.
La Figura 8 muestra que el grupo de pacientes con sepsis presenta niveles de creatinina sérica al inicio del estudio,
que demuestran una funcion renal reducida. La Figura 8 también muestra que la FAL, pero no el tratamiento con
placebo, es capaz de reducir los niveles de creatinina sérica en el plazo de las 48 horas posteriores al inicio del
tratamiento. Este efecto se hace mas notable (Fig. 9), si sélo se incluyen los pacientes que presentan insuficiencia
renal (definida como creatinina sérica > 150 ymol/l, o que ya estan en tratamiento renal sustitutivo al inicio del
estudio). Por tanto, se concluye que, en este ejemplo, la FAL es capaz de mejorar la funcién renal en pacientes con
sepsis y que el efecto es mas notable en los pacientes de sepsis que presentan insuficiencia renal.

Terapia renal sustitutiva

La Tabla Il muestra que de todos los pacientes incluidos en el estudio, el 36 % requiere terapia renal sustitutiva
(dialisis) durante el tratamiento con placebo, mientras que el 24 % de los pacientes tratados con FAL necesito tal
tratamiento. De los pacientes que ya presentaban insuficiencia renal al inicio del estudio, estos porcentajes fueron
del 80 y del 27 %, respectivamente. Por lo tanto, los datos presentados en este ejemplo muestran que el tratamiento
con FAL es capaz de reducir la necesidad de dialisis en los pacientes con sepsis que presentan insuficiencia renal.

Mortalidad
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Durante el periodo de observacion de 90 dias, la mortalidad por todas las causas de la poblacion estudiada fue del
28 % (Tabla Il). Hubo una ligera ventaja (24 % de la mortalidad) en la mortalidad tratada con FAL frente a la tratada
con placebo (36 %). Sin embargo, en la sepsis, la insuficiencia renal es la insuficiencia organica terminal mas comun,
representada en este estudio por la mayor mortalidad en el subgrupo que presentaba insuficiencia renal (36 % en el
grupo de insuficiencia renal frente al 28 % de todos los pacientes). Curiosamente, el efecto de la FAL en la reduccion
de la mortalidad en el grupo de insuficiencia renal (60 % en el grupo de placebo frente al 27 % en el grupo tratado
con FAL) fue mucho mas potente.

En este ejemplo, se muestra que el tratamiento con FAL (200 U/Kg/24 h) mejora la funcién renal en pacientes con
sepsis que presentan una funcion renal reducida, lo que reduce la mortalidad y la necesidad de una terapia renal
sustitutiva.

Tabla 1: Funcién renal

Parametro de la funcion renal Duracién FAL (n =10) Placebo (n = 5)
Volumen de orina total (ml) 0-24 h 1.876 (940-2.227) 1.470 (1.115-2.775)
Excrecion de proteina (mg/dia) 0-24 h 454 (323-533) 447 (414-769)
Depuracién de la creatinina (ml/min) Inicio del estudio 54 (24-84) 80 (77-91)

24 h 76 (25-101) * 59 (45-59)
Creatinina sérica (umoll/l) Inicio del estudio 91 (73-138) 99 (86-114)

1 dia 83 (58-135) ## 125 (71-129)

7 dias 70 (60-90) ## 106 (73-141)
Los datos se expresan como la mediana (intervalo del 25-75 %). Significativamente diferentes en comparacion con
el grupo de placebo, * P < 0,05, o en comparacion con el inicio del estudio, P < 0,01).

Tabla II: Mortalidad y terapia de renal sustitutiva

n de placebo (%) n activos (%) n total (%)
Todos los pacientes 11 (31) 25 (69) 36 (100)
Mortalidad 4 (36) 6 (24) 10 (28)
TRS necesaria 4 (36) 6 (24) 10 (28)
Sepsis con insuficiencia renal* 5 (45) 11 (44) 16 (44)
Mortalidad 3 (60) 3(27) 6 (38)
TRS necesaria 4 (80) 3(27) 7 (44)
TRS: Terapia Renal Sustitutiva
* Creatinina sérica 2 150 ymol/l al inicio del estudio O ya con TRS al inicio del estudio

Descripcion de las figuras

Figura 1. Expresion de iNOS renal y excrecién urinaria de NO y GST. (A) Se da la expresion de ARNm de iNOS
para los pacientes tratados con placebo (barras abiertas, n = 4) y los tratados con FAL (barras cerradas, n = 8).
Se normalizé la expresion relativa del ARNm de iNOS en voluntarios sanos de control (datos no mostrados) para
el valor umbral de ciclo medio (Cyt) del gen constitutivo GAPDH (Ct = 23,6 + 0,3, Ct delta = 12,1 £ 0,1) y se fij6 en
1. Se midieron los niveles de (B) metabolitos de NO; de (C) GSTA1-1 y de (D) GSTP1-1 en orina en diferentes
momentos después de la intervencién en los pacientes tratados con placebo (A, n = 5) y con FAL (m, n = 10). Se
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corrigid la excrecién urinaria de metabolitos de NO y GST para la excrecion de creatinina y se analizaron
mediante ANOVA con medidas repetidas en la curva completa. (A) Los datos se expresan como la media + ETE
y (B+C+D) como la mediana con un intervalo del 25 % para el placebo y un intervalo del 75 % para la FAL. (*;
Significativamente diferentes en comparacién con el grupo de placebo, P < 0,05).

Figura 2. Niveles de creatinina sérica en ratas de control, ratas con nefrotoxicidad inducida por gentamicina y
ratas con nefrotoxicidad inducida por gentamicina tratadas con fosfatasa alcalina.

Figura 3. Niveles de nitrodgeno ureico en sangre (NUS) en ratas de control, ratas gentamicina con nefrotoxicidad
inducida por gentamicina y ratas con nefrotoxicidad inducida por gentamicina tratadas con fosfatasa alcalina.

Figura 4. Niveles de creatinina sérica en ratas de control, ratas con nefrotoxicidad inducida por gentamicina y
ratas con nefrotoxicidad inducida por gentamicina tratadas con fosfatasa alcalina.

Figura 5. Depuracion de la creatinina en ratas de control, ratas con nefrotoxicidad inducida por gentamicina y
ratas con nefrotoxicidad inducida por gentamicina tratadas con fosfatasa alcalina.

Figura 6. La FAL reduce significativamente la secrecidon de proteinas en orina tras la nefrotoxicidad provocada
por cisplatino. Tratamiento simulado: sin tratamiento con cisplatino; tratamiento de control: cisplatino + vehiculo;
FAL: cisplatino + fosfatasa alcalina.

Figura 7. La FAL reduce la secrecién de proteina en orina tras la nefrotoxicidad provocada por cisplatino.
Tratamiento simulado: sin tratamiento con cisplatino; tratamiento de control: cisplatino + vehiculo; FAL: cisplatino
+ fosfatasa alcalina.

Figura 8. La FAL disminuye la creatinina sérica en los pacientes de sepsis con funcion renal reducida.

Figura 9. La FAL disminuye la creatinina sérica en los pacientes de sepsis con insuficiencia renal (definida como
creatinina sérica > 150 pmol/l, o que ya estén en tratamiento renal sustitutivo al inicio del estudio).

Figura 10. Secuencias de las cuatro isoenzimas de fosfatasa alcalina humanas. Nota: estas son las secuencias
de las proteinas maduras (es decir, sin secuencia sefial), pero antes de afiadir el anclaje GPI y el procesamiento
concomitante de los aminoacidos C-terminales a excepcion de las FAL quiméricas.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de la fosfatasa alcalina (FAL) en la fabricacion de un medicamento para mejorar la funcion renal reducida, en
el que dicha funcién renal se reduce debido a una insuficiencia renal.

2. Uso segun la reivindicacion 1, en el que dicha funciéon renal se reduce debido a una insuficiencia renal aguda.

3. Uso segun la reivindicacién 1 6 2, en el que dicha funcién renal reducida se induce o se mantiene o se agrava por
una insuficiencia renal aguda intrinseca.

4. Uso segun la reivindicacién 3, en el que dicha insuficiencia renal aguda intrinseca es un dafio celular tubular
agudo.

5. Uso segun la reivindicacion 3, en el que dicha insuficiencia renal aguda intrinseca es glomerulonefritis.

6. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha funcidn renal reducida se induce o se
mantiene o se agrava debido a un medicamento, un farmaco y/o una toxina.

7. Uso segun la reivindicaciéon 6, en el que dicho medicamento o farmaco o toxina se selecciona del grupo que
consiste en antibidticos, inhibidores de proteasa, agentes quimioterapéuticos, agentes antiinflamatorios,
medicamentos para la presion arterial, insecticidas, herbicidas, etilenglicol, colorantes de contraste, metales pesados
y toxinas bacterianas.

8. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicha funcion renal reducida se induce o se
mantiene o se agrava por el flujo sanguineo renal reducido y/o la isquemia.

9. Uso segun la reivindicacion 8, en el que dicho flujo sanguineo renal reducido y/o isquemia se inducen o se
mantienen o se agravan por deshidratacion, insuficiencia cardiaca, choque séptico, pérdida grave de sangre,
hipertension, aterosclerosis y/o trombosis.

10. Uso segun la reivindicacion 8, en el que dicho flujo sanguineo renal y/o isquemia se inducen o se mantienen o se
agravan por un medicamento, un farmaco o una toxina.

11. Uso segun la reivindicacion 10, en el que dicho medicamento o farmaco o toxina se selecciona del grupo que
consiste en inhibidores de la enzima conversora de la angiotensina (ECA) y farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINE).

12. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicha FAL es FAL de mamifero.
13. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que dicha FAL es FAL humana.

14. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dicha FAL es FAL placentaria, FAL de tipo
placenta, FAL intestinal o FAL hepatica/ésea/renal.

15. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que dicha FAL es recombinante.

16. Fosfatasa alcalina (FAL) para su uso en el tratamiento de la funcién renal reducida, en el que dicha funcién renal
se reduce debido a una insuficiencia renal.

17. Uso de la fosfatasa alcalina (FAL) en la fabricacién de un medicamento para mejorar la funcion renal reducida, en
el que la mejora de la funcion renal obtenida no se debe a la desintoxicacién de LPS por parte de la FAL.
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Figura 1
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Depuracion de la creatinina
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Secrecion urinaria de proteina
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Depuracién de la creatinina
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Fig. 10
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IIPVEEENPDFWNREAAEALGAAKKLOPAQTAAKNLIIFLGDGMGVSTVTAARILKGQKK
DKLGPEIPLAMDRFPYVALSKTYNVDKHVPDSGATATAYLCGVKGNFQTIGLSAAARFNQ
CNTTRGNEVISVMNRAKKAGKSVGVVTTTRVQHASPAGTYAHTVNRNWYSDADVPASARQ
EGCQODIATQLISNMDIDVILGGGRKYMFRMGTPDPEYPDDYSQGGTRLDGKNLVQEWLAK
RQGARYVWNRTELMQASLDPSVTHLMGLFEPGDMKYEIHRDSTLDPSLMEMTEAALRLLS
RNPRGFFLFVEGGRIDHGHHESRAYRALTETIMFDDAIERAGQLTSEEDTLSLVTADHSH
VEFSFGGYPLRGSSIFGLAPGKARDRKAY TVLLYGNGPGYVLKDGARPDVTE SESGSPEYR
CQOSAVPLDEE THAGEDVAVFARGPOAHLVHGVQEQTFIAHVMAFAACLEPYTACDLAPPA
GTTDARHPGRSVVPALLPLLAGTLLLLETATAP. 513

AAI32679 ALPI (Intestinal)
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VIPAEEENPAFWNRQAAEALDAARKKLQPIQKVAKNLILFLGDGLGVPTVTATRILKGQKN
GKLGPETPLAMDRFPYLALSKTYNVDRQVPDSAATATAYLCGVKANFQTIGLSAARARFNQ
CNTTRGNEVISVMNRAKQAGKSVGVVTTTRVQHASPAGTYAHTVNRNWYSDADMPASARQ
EGCQDIATQLISNMDIDVILGGGRKYMFPMGTPDPEYPADASONGIRLDGKNLVQEWLAK
HQGAWYVWNRTELMQASLDQSVTHLMGLFEPGDTKYEIHRDPTLDPSLMEMTEAALRLLS
RNPRGFYLFVEGGRIDHGHHEGVAYQALTEAVMEDDAIERAGQLTSEEDTLTLVTADHSH
VFSFGGYTLRGSSIFGLAPSKAQDSKAYTS ILYGNGPGYVENSGVRPDVNESESGSPDYQ
QOAAVPLSSE THGGEDVAVFARGPQAHLVHGVQEQSFVAHVMAFAACLEPYTACDLAPPA
CTTDAAHPVAASLPLLAGTLLLLGASAAP 509

P10696 GCAP (célula germinal o de tipo placenta)
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CNTTRGNEVISVMNRAKKAGKSVGVVTTTRVQHASPAGAYAHTVNRNWYSDADVPASARQ
EGCQDIATQLISNMDIDVILGGGRKYMFPMGTPDPEYPDDYSQGGTRLDGKNLVQEWLAK
HQGARYVWNRTELLQASLDPSVTHLMGLFEPGDMKYEIHRDSTLDPSLMEMTEAALLLLS
RNPRGFFLFVEGGRIDHGHHESRAYRALTETIMFDDAIERAGQLTSEEDTLSLVTADHSH
VFSFGGYPLRGSS IFGLAPGKARDRKAY TVLLYGNGPGYVLKDGARPDVTE SE SGSPEYR
QQSAVPLDGE THAGEDVAVFARGPQAHLVHGVQEQTFIAHVMAFAACLEPYTACDLAPRA
GTTDAAHPGPSVVPALLPLLAGTLLLLGTATAP 513
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RCNTTQGNEVTSILRWAKDAGKSVGIVTTTRVNHATPSAAYAHSADRDWYSDNEMPPEAL
SQGCKDIAYQLMHNIRDIDVIMGGGRKYMYPKNKTDVEYESDEKARGTRLDGLDLVDTWK
SFKPRHKHSHFIWNRTELLTLDPHNVDYLLGLFEPGDMQYELNRNNVTDPSLSEMVVVAI
QILRKNPKGFFLLVEGGRIDHGHHEGKAKQALHEAVEMDRAIGQAGSLTSSEDTLTVVTA
DHSHVFTFGGY TPRGNS IFGLAPMLSDTDKKPFTAILYGNGPGYKVVGGERENVSMVDYA
HNNYQAQSAVPLRHETHGGEDVAVFSKGPMAHLLHGVHEQNYVPHVMAYAACIGANLGHC
APASSAGSLAAGPLLLALALYPLSVLF 507
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Continuacioén de la Fig. 10

ALPI secretable con dominio corona de PLAP (quimera)
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GKLGPETPLAMDRFPYLALSKTYNVDRQVPDSAATATAYLCGVKANFQTIGLSAAARFNQ
CNTTRGNEVISVMNRAKQAGKSVGVVTTTRVQHASPAGTYAHTVNRNWY SDADMPASARQ
EGCQODIATQLISNMDIDVILGGGRKYMFPMGTPDPEYPADASONGIRLDGKNLVQEWLAK
HQGAWYVWNRTELMQASL.DQSVTHLMGLFEPGDTKYEIHRDPTLDPSLMEMTEAALRLLS
RNPRGFYLFVEGGRIDHGHHEGVAYQALTEAVMFDDAIERAGQLTSEEDTLTLVTADHSH
VFSFGGYPLRGSSIFGLAPGKARDRKAYTVLLYGNGPGYVLKDGARPDVTE SESGSPEYR
QQSAVPLDEE THGGEDVAVFARGPOAHLVHGVQEQSFVAHVMAFAACLEPYTACDLAPPA
CTTD 484
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EGCQDIATQLISNMDIDVILGGGRKYMFRMGTPDPEYPDDYSQGGTRLDGKNLVQEWLAK
ROQGARYVWNRTELMQASLDPSVTHLMGLFEPGDMKYETHRDSTLDPSLMEMTEAALRLLS
RNPRGFFLFVEGGRIDHGHHESRAYRALTETIMFDDAIERAGQLTSEEDTLSLVTADHSH
VFSFGGYTLRGSSIFGLAPSKAQDSKAYTS ILYGNGPGYVFNSGVRPDVNE SESGSPDYQ
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