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DESCRIPCION

Fosfatasa alcalina para aumentar la actividad del sistema inmune en un mamifero con riesgo de enfermedades
inflamatorias

La presente invencion se refiere a la profilaxis de mamiferos, y especialmente mamiferos humanos, con riesgo de
afecciones y enfermedades inflamatorias como consecuencia de una intervencion quirdrgica.

Las fosfatasas son un grupo de enzimas capaces de desfosforilar o fosforilar un sustrato, es decir, la enzima
hidroliza los monoésteres del acido fosférico en un ion fosfato y una molécula con un grupo hidroxilo libre o
viceversa.

Las ectofosfatasas son una subclase de las fosfatasas que funcionan extracelularmente, es decir, son capaces de
desfosforilar un sustrato extracelular en el espacio extracelular. Esto contrasta con las fosfatasas intracelulares
(también denominadas quinasas) que (des)fosforilan un sustrato intracelular dentro de la célula, es decir, en el
espacio intracelular. Las fosfatasas intracelulares estan a menudo involucradas en la transduccién de senales.

Las ectofosfatasas pueden estar en forma de proteinas integrales de membrana o de proteinas ancladas a GPI que
exhiben su dominio catalitico, es decir, el dominio implicado en la desfosforilacion real de un sustrato, al espacio
extra-celular. Como alternativa, las ectofosfatasas pueden estar presentes en el espacio extracelular como
proteinas de secrecién o solubles.

Se ha publicado que las ectofosfatasas, y especialmente las fosfatasas alcalinas (también denominadas en la
técnica como AP, ALP o Aphos), estan implicadas en la atenuacion de ataques inflamatorios a través de su actividad
fosfatasa en sustratos tales como, entre otros, endotoxinas y nucleétidos. Otras ectofosfatasas, como CD39 y CD73
(nucleotidasas, apirasas), estan implicadas en la prevencion de la trombodlisis.

La fosfatasa alcalina (ALP) (EC 3.1.3.1) es una enzima hidrolasa responsable de la eliminacién de grupos fosfato de
muchos tipos de moléculas, incluyendo nucleétidos, proteinas, y alcaloides. Como su propio nombre indica, las
fosfatasas alcalinas son mas eficaces en un medio alcalino.

En humanos, las ectofosfatasas, como la fosfatasa alcalina, estan presentes en todos los tejidos por todo el cuerpo,
pero se concentran sobre todo en el higado, vias biliares, rifidn, hueso y placenta.

Las especies conocidas de fosfatasas alcalinas son, por ejemplo, fosfatasa alcalina bacteriana (BAP), fosfatasa
alcalina de camardn (SAP), fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP), fosfatasa alcalina de intestino bovino
(bIAP), y fosfatasa alcalina de placenta (PLAP) y su version con el extremo C terminal truncado que carece de los
Ultimos 24 aminoacidos (que constituyen el dominio de transmembrana) fosfatasa alcalina secretada (SEAP).

Las fosfatasas alcalinas humanas se clasifican en fosfatasas alcalinas no especificas de tejido (también conocidas
como TNSAP o de tipo 6seo / de higado / de rifion) y fosfatasas alcalinas especificas de tejido (del tipo placentaria /
intestinal y de células germinales). Al tipo TNSAP también pertenecen, por ejemplo, la fosfatasa alcalina presente en
la leche y la expresada por los globulos blancos de la sangre.

La ectonucleosido trifosfato difosfohidrolasa 1, también denominada en la técnica como CD39 o apirasa, es una
enzima de metabolizacion de nucledtidos que pertenece a una familia de hidrolasas anhidrido acido. Ejemplos de
otras enzimas que pertenecen a esta familia son la GTP fosfohidrolasa, pirofosfatasa y tiamina-trifosfatasa.

La ectofosfatasa fue identificada por primera vez en 1949 y en 1963 fue parcialmente purificada a partir de la patata.
La enzima también se identifica por su nimero de registro EC 3.6.1.5.

Las apirasas son glicoproteinas de transmembrana de origen natural que pueden activar las rutas intracelulares por
activacion. Las apirasas se encuentran en un gran ndmero de especies microbianas tales como E. coli, Aspergillus
fumigatus y Kluyveromyces lactis, en plantas tales como Arabidopsis thaliana, Glycine max, y Oryza sativa, en
insectos tales como Drosophila melanogaster y en mamiferos tales como Rattus norvegicus, Mus musculus y Homo
sapiens.

Una enzima apirasa comprende tres dominios, un dominio extracelular, uno de transmembrana y uno intracelular. El
dominio extracelular comprende una region catalitica conservada responsable de la actividad catalitica de la enzima
extracelular.

El dominio catalitico cataliza la hidrolisis de ATP para producir AMP y ortofosfato. Tal actividad por lo tanto se puede
caracterizar como ATP-difosfatasa o ATP difosfohidrolasa. También puede actuar sobre el ADP, de nuevo
produciendo AMP vy ortofosfato. Esta actividad se puede caracterizar como ADPasa o ADP fosfohidrolasa.
Basandose en las actividades enzimaticas combinadas del dominio catalitico, la enzima también puede ser
considerada como una ATP-ADPasa.
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Las funciones fisioldgicas de las apirasas referidas se dirigen a su posible participacion en el mantenimiento de la
hemostasia y a la inhibicion de la agregacion plaquetaria a través de la hidrolisis de ADP extracelular, que se libera a
partir de trombocitos activados después de una lesién vascular.

La CD73, también una ectofosfatasa, convierte nucleétidos monofosfato como AMP en nucleosina + fosfato. (La
nucleosina no es inflamatoria, mientras que el ATP y el ADP y, en menor grado AMP son restos proinflamatorios,
una vez presentados extracelularmente.

La patente WO2005/074978 describe el uso de fosfatasa alcalina para evitar los efectos inflamatorios de los LPS en
el recubrimiento mucoso de la cavidad corporal de los mamiferos. Con este fin, la fosfatasa alcalina se administra
por via oral.

La patente WO2007/055760 describe una composicion proteica que comprende una combinacién de lactoferrina y
fosfatasa alcalina. La composicién se describe como adecuada en el tratamiento de células epiteliales dafiadas o no
dafadas, mediante estimulacion de la proliferacién o inhibicion de la muerte celular.

La presente invencion se basa en el descubrimiento sorprendente de que, ademas de las actividades de las
ectofosfatasas referidas anteriormente, este grupo de enzimas fosfatasas también es capaz de modular la actividad
del sistema inmune, es decir, son capaces de aumentar, mantener, estimular, o prevenir el deterioro de un sistema
inmune comprometido.

Dicho sistema inmune comprometido puede ser, por ejemplo, consecuencia de una operacion quirdrgica, de
enfermedades del sistema digestivo, enfermedades respiratorias, enfermedades de la piel, heridas por quemaduras,
inhalacion de humo, intoxicacién, pérdida de sangre severa, intoxicacion alimentaria, quimioterapia, radioterapia,
trauma severo y enfermedades del higado.

En consecuencia, la presente invencion se refiere a una fosfatasa alcalina para el uso tal y como se define en la
reivindicacion adjunta.

El término “profilaxis”, tal y como se utiliza en presente invencion, se utiliza para indicar una medida que se toma
para evitar una enfermedad o afeccion, en el presente caso evitando el progreso o el inicio de una enfermedad
inflamatoria.

En consecuencia, el presente uso de fosfatasa alcalina se refiere a la administracién del medicamento presente a un
mamifero, y especialmente a un mamifero humano, que sufre o tiene riesgo de una enfermedad inflamatoria,
evitando de este modo, o atenuando, una afeccion inflamatoria o el tratamiento de la misma cuando se considere
oportuno.

Se ha descrito anteriormente que el uso de suplementos de ectofosfatasas como tratamiento profilactico da como
resultado niveles de citoquinas proinflamatorias reducidos en varios modelos de inflamacién animales. La presente
invencion demuestra que utilizando suplementos de fosfatasa alcalina en pacientes sometidos a cirugia no soélo se
observan tales respuestas antiinflamatorias, sino que también se evoca una induccién de una fosfatasa alcalina
enddgena secundaria que se inhibe por L-HA (L-homo arginina), que se sabe que actia como inhibidora AP no
especifica de tejido.

Se administré por via intravenosa un bolo de AP (blAP), seguido de una infusiéon intravenosa de 36 horas (5,6
IU/kg/hora) a los pacientes con resultado de un pico de niveles de plasma de AP inmediatamente posterior a la
administracion con un perfil cinético compatible con la AP administrada.

Sorprendentemente, sin embargo, la AP enddgena que aparece es una AP con un perfil cinético que tiene un tiempo
de residencia de plasma total observado del orden de aproximadamente 20-22 horas. Este tipo fosfatasa inducida es
sensible a homoarginina-1 y por consiguiente es mas probablemente una AP no especifica de tejido (por ejemplo, de
tipo higado). Otra enzima fosfatasa alcalina TNSAP candidata (tipo de 6seo) no se mostré inducida.

Por lo tanto, cuando se describe la administracion de AP durante la inflamacién aguda para combatir la inflamacion
local o sistémica e inducida por endotoxina y por otros sustratos que contienen fosfatos, la profilaxis con AP mejora
la defensa frente a una nueva agresion inflamatoria mediante la activacion de la liberacion de fosfatasas alcalinas
que se mantienen en circulacion.

La implicacion sorprendente de ésta proporciona, entre otras, las siguientes ventajas:

- AP actua como una proteina de fase aguda, donde los niveles altos de AP fisioldgicamente activa tienen un
efecto antiinflamatorio de proteccion;

- Los niveles plasmaticos prequirurgicos favorecen el resultado clinico en la inflamacién aguda;
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- Los pacientes que sufren o estan en riesgo de afecciones/enfermedades inflamatorias estan protegidos por
el pre-tratamiento o tratamiento con la AP activa fisioldgicamente, que elevara sus niveles fisioldgicos
enddgenos

- El retratamiento con un suplemento de AP durante la cirugia o en momentos puntuales después de la
cirugia prolongara la induccion de la fosfatasa alcalina enddgena. De esta manera se prolongan los efectos
antiinflamatorios de la fosfatasa alcalina

Segun la presente invencion, la profilaxis se produce por una induccién de los niveles de ectofosfatasa enddégenos,
es decir, un aumento en los niveles de ectofosfatasa producidos por los propios mamiferos y no producidos por una
fuente heterdloga tal como, por ejemplo, la administracion de un suplemento de fosfatasa alcalina adicional.

A continuacién, se expondra con mayor detalle la presente invencion con los ejemplos siguientes en donde se hace
referencia a las figuras adjuntas donde:

Figura 1: muestra la cinética de la fosfatasa alcalina (AP) en un paciente de CABG representativo que reciben AP
intestinal bovina durante 36 horas (bolo antes de la cirugia), seguido de una infusiéon con 5,6 unidades de kilo de
peso corporal durante un periodo de 36 horas). Se observa un segundo pico de actividad AP en plasma que aparece
entre 1,5 y 12 horas después de la cirugia con tiempo de residencia plasmatica prolongado. Se muestra la cinética
de la fosfatasa alcalina (AP) en un paciente representativo con placebo para su comparacion.

Figura 2: muestra que la fosfatasa alcalina endégena inducida (AP) es del tipo no especifica de tejido como lo
demuestra la sensibilidad de L-HA del segundo pico. La induccién de AP enddgena (maximo en t=4 horas después
de la cirugia inicial) después de la administracion de suplementos de AP antes de la cirugia. Los efectos de 5 mM de
L-HA en AP medidos en el plasma sanguineo de un paciente con CABG tratado con administracion de un
suplemento de bIAP.

Figura 3: Niveles promedio de fosfatasas alcalinas, en comparacion con el placebo en todos los pacientes
evaluados. Se observa que en los pacientes tratados con placebo los niveles circulantes de aphos disminuyen
bruscamente a partir de los niveles basales en un 50% aproximadamente.

EJEMPLOS
Ejemplo 1

Un bolo de AP (blAP), seguido de una infusion intravenosa de 36 horas (5,6 U / kg / hora) se administré por via
intravenosa a los pacientes dando como resultado un nivel maximo de AP en plasma inmediatamente después de la
administracion con un perfil cinético compatible con la AP administrada. (bIAP, t1/2 de aproximadamente 10
minutos).

Haciendo referencia a las figuras 1y 3, se muestra que después de un bolo inicial con fosfatasa alcalina intestinal
bovina (blAP), el nivel plasmatico total de fosfatasa alcalina aumenta y, posteriormente, se aclara con rapidez. Sin
embargo, se observé un segundo pico entre 1,5 y 35 horas, que alcanza un maximo entre 4-12 horas después de la
cirugia.

Este segundo pico de la fosfatasa alcalina observado en pacientes tratados con bIAP no es el resultado de la
infusion continua de blAP durante 36 horas ya que la cantidad de Aphos infundida sélo representaria un aumento de
los niveles plasmaticos basales normales. El tiempo de residencia en plasma de esta fosfatasa alcalina se prolonga
hasta aproximadamente un T1/2 de aproximadamente 22 horas, compatible con la fosfatasa alcalina no especifica
de tejido enddgena.

En los pacientes tratados con placebo, no se observé ningun aumento en los niveles plasmaticos de fosfatasa
alcalina, sino mas bien una fuerte disminucion de los niveles plasmaticos 1,5 hora después del inicio de la cirugia. A
continuacion, se observa un retorno lento (aumento) a los niveles normales iniciales durante las horas posteriores
(seguimiento durante 35 horas).

Es evidente que los niveles plasmaticos de la fosfatasa alcalina enddégena caen bruscamente tras la cirugia y se
restauran a su debido tiempo. Por lo tanto, se puede afirmar que la fosfatasa alcalina enddégena en plasma se
"utiliza" durante la cirugia y no se repone de una manera rapida.

Sorprendentemente, se encontré que mediante el uso de suplementos de AP como tratamiento profilactico en
pacientes sometidos a cirugia evoca una induccion de una AP secundaria enddgena (figuras 1y 3) que es inhibida
por L-HA (L-homo arginina), que se sabe que actda como un inhibidor de AP no especifica de tejido (figura 2)

La AP enddgena que surge es una AP con un perfil cinético que tiene un tiempo total de residencia plasmatica
aparente del orden de aproximadamente 20-22 horas. Este tipo de fosfatasa inducida era sensible a homoarginina-1
y por consiguiente lo mas probable es 1ue sea AP no especifica de tejido (por ejemplo, de tipo higado).
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Ejemplo 2

Los resultados anteriores demuestran la conveniencia del tratamiento profilactico con ectofosfatasas en cirugia
inducida por dafio por isquemia-reperfusion, trauma, radioterapia, quimioterapia, enfermedad aguda de los viajeros,
proteccion de la salud de los trabajadores, la proteccion aguda, y aumentar la funcionalidad inmune innato en, por
ejemplo, pacientes inmuno comprometidos.

Potenciar la AP endogena a fin de combatir los efectos proinflamatorios aguas abajo del dafio local o distante por
isquemia-reperfusion mediante la administracion parenteral de una formulacién adecuada de AP.

La fosfatasa se puede administrar por via intravenosa. Esta Ultima sera oportuna en el caso de una formulacién con
una alta biodisponibilidad. Como la reaccidon de potenciacion de la fosfatasa endégena muestra una cinética que
sugiere la sintesis de novo o retardada de depdsitos desconocidos, también seran aplicables formulaciones de
"liberacioén lenta" que liberan su contenido en un plazo de hasta 6 horas, estableciendo de ese modo un nivel de
concentracion de fosfatasa en circulacién que puede actuar como desencadenante de la respuesta de potenciacion
de la fosfatasa enddgena.

Después de la cirugia, los niveles plasmaticos de fosfatasa alcalina endégena caen bruscamente sélo para ser
restaurados y regresar a los niveles normales durante un periodo de tiempo muy por encima del tiempo de la cirugia.
A partir de aqui, el suplemento de la fosfatasa alcalina perdida antes o incluso durante la cirugia va a compensar y
proteger a los pacientes de una isquemia-reperfusion derivada de una agresion proinflamatoria de “una sefal
extrafia (por ejemplo, endotoxina) o de peligro” (por ejemplo, nucledtidos extracelulares).

Los niveles circulantes suplementarios o la AP expuesta fisiologicamente activa son importantes en afecciones
donde no hay disponible suficiente capacidad de unién a endotoxina (no se reivindica).

La suplementacion de AP a los pacientes con por ejemplo enfermedad hepatica puede ayudar a combatir el SIRS
resultante o la endotoxemia. En la Enfermedad Hepatica Crénica (CLD) la actividad total de AP en el plasma
aumenta con la progresion de la patologia. Se observan, por lo tanto cantidades totales de AP cada vez mayores
(APhos, ALP), en hepatitis crénica (CH), cirrosis hepatica (CH) y carcinoma hepatocelular (HCC). La fuente de este
aumento de la AP es diferente. Se observa asi un aumento predominante de la AP intestinal de peso molecular alto
(HIALP) en LC (aumento de 21,1% a 49,3 del total), mostrando esta AP intestinal menor aumento en CHC.

HIALP es una fosfatasa intestinal que esta anclada a GPIl y se segrega (se vierte) al plasma y se une a diversas
sustancias. En este sentido HIALP refleja precisamente el estado polimérico de AP (ALP5). También en la cirrosis
biliar primaria y en la hepatitis autoinmune la cantidad de HIALP es aproximadamente el 44,4% del total.

El aumento de la HIALP intestinal derivada es una consecuencia de la reducciéon de TNSAP en el plasma, debido al
mal funcionamiento del higado. La diabetes mellitus, la cirrosis hepatica, y la insuficiencia renal crénica muestran
todas una frecuencia alta de la variante de ALP intestinal de hasta el 45% (23,8% del control). Esta variante ALP
intestinal tiene un dominio de unién a membrana.

Hasta cierto punto los LPS se unen y se neutralizan en el plasma. Se ha publicado que los pacientes con
enfermedad hepatica alcohdlica muestran una reduccién de la capacidad de unién a endotoxina y la severidad de la
enfermedad esta relacionada con la capacidad de hacer frente a la translocacion de las endotoxinas derivadas del
intestino que entran en circulacion. Los factores que pueden unirse y neutralizar las endotoxinas en la sangre son
entre otros las lipoproteinas de alta y baja densidad, las proteinas bactericidas/de permeabilidad creciente (BPI) y
los anticuerpos antiendotoxina.

Profilaxis: Aplicaciéon en la proteccion de viajeros/trabajadores de la salud frente a la inflamacion intestinal,
respiratoria y de la piel.

La administracion de fosfatasa al inicio de actividades laborales fisicas en ambientes altamente contagiosos (es
decir, personal sanitario) puede activar una proteccion adicional que sea suficiente durante un tiempo limitado. Dado
que la actividad de la fosfatasa que se administra por via parenteral es inmediata, también se puede administrar a
los viajeros una dosis parenteral en caso de inflamacion debida a una infeccion aguda.

Dicha dosificacién se puede administrar por via subcutanea, intramuscular o intraperitoneal. Aunque la infeccion,
como tal, no se evitara, las respuestas inflamatorias perjudiciales sistémicas a tales infecciones se pueden combatir
mas eficazmente (la fosfatasa no actia como un antimicrobiano, sino que actia aguas abajo evitando efectos
proinflamatorios). Por lo tanto, potenciar la ectofosfatasa endégena con un tiempo de residencia de plasma
relativamente estable de 20 a 22 horas protegera contra la inflamacién inducida por patégenos. Junto con una
profilaxis con las vacunas apropiadas, antibiéticos, antivirales o compuestos anti-fungicos se puede establecer una
mejor proteccion.

La aplicacion parenteral de fosfatasa (alcalina) después de un trauma severo (no se reivindica).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2421 717 T3

Las afecciones traumaticas como la ocasionada por quemaduras graves, inhalacién/intoxicacién de humo o pérdida
de sangre severa o la intoxicacion por alimentos grave es una causa directa de inducciéon de SIRS. Al administrar
una fosfatasa se evitan los efectos proinflamatorios perjudiciales aguas abajo de dicha afeccion traumatica
potenciando el depdsito de fosfatasa enddgena fisioldgicamente activa, que posteriormente puede actuar evitando la
generacion de restos proinflamatorios.

La suplementacion profilactica de AP antes de la radiaciéon o de un tratamiento de quimioterapia, con el fin de
potenciar la funcionalidad inmune innata (no se reivindica)

La radiacion y el tratamiento de quimioterapia estan relacionados con la destruccion masiva de los sistemas
celulares, lo que conduce al proceso proinflamatorio. También se reduce la resistencia frente la infeccion y la
inflamacion posterior. La suplementacién con AP antes del tratamiento potenciara la resistencia endégena a la
inflamacién producida por el tratamiento y por lo tanto va a mejorar la afeccion y la calidad de vida del paciente
afectado.

Ejemplo 3

La fosfatasa alcalina es una enzima ecto-enzima enddgena ubicua en el cuerpo humano. Esta ectofosfatasa se
expresa ampliamente en muchos 6rganos que estan expuestos directamente o indirectamente al medio externo,
como el tracto gastrointestinal y los pulmones.

Se propuso un papel fisiolégico de la fosfatasa alcalina en 1997 por Poelstra et al (1). La fosfatasa alcalina
desfosforila y por lo tanto desintoxica de las endotoxinas (lipopolisacaridos) a niveles de pH fisiologicos (2;3). Los
nucledtidos extracelulares también son sustratos de la fosfatasa alcalina. Estos nucleétidos, normalmente retenidos
en el citosol, se liberan al espacio extacellular cuando las células son células dafiadas y se detectan como sefiales
de "peligro" para sistema inmune innato. Las ectofosfatasas convierten estos nucleétidos en nucleosinas no
inflamatorias (4). Las afecciones hipoxicas, que resultan de un trauma quirdrgico puede dar como resultado isquemia
y reacciones inflamatorias posteriores.

Durante el bypass cardiopulmonar (CPB) la hipoperfusion del intestino puede dar como resultado una pérdida de la
funcién de barrera, y como consecuencia las endotoxinas bacterianas, normalmente confinadas en la luz del
intestino por una barrera de células endovasculares, pueden entrar en la circulacion sistémica (5-7). La cantidad de
endotoxinas liberadas parece estar relacionada con el tiempo de fijacion y el tiempo de CPB (7). La liberacion de
endotoxinas esta considerada como un factor importante en la respuesta inflamatoria posterior a CPB.

Los estudios previos en animales utilizando fosfatasa alcalina intravenosa mostraron efectos terapéuticos
prometedores en la reduccion de la respuesta inflamatoria (8-10).

En un estudio clinico en pacientes con sepsis grave la infusion continua de bIAP mejora significativamente la funcion
renal (11). Tuin et al. (12) demostraron que, tras la administracion de LPS, en higado de rata tanto in vitro como in
vivo, se produce la sintesis de novo de fosfatasa alcalina.

Materiales y Métodos

En este estudio doble ciego, controlado con placebo, los pacientes sometidos a injerto optativo no emergente por
bypass en una arteria coronaria fueron asignados al azar para recibir ya sea fosfatasa alcalina intestinal bovina
(bIAP) o placebo. El estudio fue aprobado por “The Institutional Reniew Board”, el 16 de marzo de 2006. El farmaco
de estudio bIAP fue fabricado por Biozyme Ltd (Bleanavon, Gales, Reino Unido) y Alloksys Life Sciences BV
(Bunnik, Paises Bajos). El placebo consistié en una solucion de infusion estéril para infusién que no contiene blAP
(contenido de 1 ml) en un vial de 2 ml en 1 ml de soluciéon amortiguadora acuosa que contiene 20 mM de Tris-HCI, 5
mM de cloruro de magnesio, 0,1 mM de cloruro de zinc, pH 7,3, con 25% de glicerol y albumina de suero humana
como estabilizador.

Medicion de la fosfatasa alcalina

La fosfatasa alcalina se midié usando un ensayo cinético de PNPP (p-nitrofenol fosfato) (13). Las muestras se
descongelaron y se calentaron gradualmente hasta 21 grados Celsius. Se mezclaron doscientos (200) pl de una
muestra de suero con 1 ml de PNPP-sustrato (Sigma-Aldrich Chemie BV, Zwijndrecht, Paises Bajos) y MgCl,
(concentracion final 2 mM) en una solucién amortiguadora de Tris-glicerina a pH 9,6 en una cubeta de 10 mm. Las
muestras se midieron cinéticamente a 405 nm en un fotoespectrofotometro de Biorad SmartSpec durante 60
segundos con intervalos de 20 segundos. La actividad de la fosfatasa alcalina de hueso se midi6 mediante un
ensayo de inmunocaptura de Metra Biosystem.

Inhibicion de la enzima

Se utilizé6 L-homoarginina (LHA) (Sigma-Aldrich Chemie BV, Zwijndrecht, Paises Bajos) como inhibidor de la
fosfatasa alcalina no especifica de tejido (TNSALP), para investigar el origen de la fosfatasa alcalina. La LHA tiene
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una influencia minima sobre bIAP, pero tiene impacto en la inhibicién de la actividad de la fosfatasa alcalina no
especifica de tejido ('LBK') (14).

Para el ensayo de inhibicion, se diluyd la blAP hasta una concentracion de 0,08 U/L y se anadieron 100 pl de
muestra a un tubo de vidrio. Se afiadieron cinco mM de LHA (concentracion final) y se mezclaron suavemente y se
incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. A continuacién se llevé a cabo un ensayo de cinética de
PNPP de manera similar al que se describié anteriormente pero ahora se tomaron mediciones durante 180
segundos con intervalos de 20 segundos. Con fines farmacocinéticos, se midieron los niveles de fosfatasa alcalina
en humanos en el Laboratorio del Hospital Catharina por métodos quimicos clinicos de rutina. (Cobas-Bio analizador
centrifugador, Roche Diagnostics, Suiza).

Administracion del farmaco estudiado, fundamentos para la seguridad y la distribucién aleatoria

Se administro el farmaco estudiado fosfatasa alcalina intestinal bovina (bIAP) o placebo en forma de un bolo
intravenoso de 1.000 unidades internacionales (IU), justo antes de la induccion de la anestesia, seguido
directamente de una infusion intravenosa continua de 5,6 U/kg unidades por kilogramo de peso corporal por hora a
una velocidad de flujo de 4 mi/h durante 36 horas con el fin de mantener niveles supranormales de fosfatasa alcalina
en la sangre. Un estudio de fase | con bIAP demostré que la infusion continua durante 72 horas de hasta un total de
48.000 IU de bIAP (para 80 kg de peso corporal) era segura y se toleraba bien.

Durante un periodo de 90 dias después de la administracién, no se encontré ninguna incompatibilidad inmunologica
como se evidencia por la falta de induccion de anticuerpos especificos frente bIAP. No se observaron efectos
adversos relacionados con el farmaco (15). El farmacéutico responsable del ensayo en el departamento de farmacia
llevé a cabo la distribucion aleatoria de los farmacos en estudio.

Técnica de CPB

Después de una esternotomia media y de la preparacion de la arteria mamaria interna, todos los pacientes
recibieron 3 mg/kg de heparina (Leo Pharma, Paises Bajos) por via intravenosa. Debido a que se afiadié una dosis
baja (200 ml, 1,000 de KIU/ml) de aprotinina (Bayer Health Care Farmacia) inicialmente a todos los pacientes, se
repitié la administracion de 1 mg/kg heparina cada hora durante el CPB, independientemente del ACT.

El circuito de CPB consistia en una bomba centrifuga BP80 Biomedicus (Medtronic, Minneapolis, Minnesota,
EE.UU.), un oxigenador de membrana (Sorin Srl. Avant, Mirandola, Italia o Medtronic Affinity, Minneapolis, Mn,
EE.UU., o Gish Biomedical , Rancho Santa Margaria, California, EE.UU.), un deposito venoso plegable fabricado a
medida (Sorin Biomedica, Mirandola, Italia) y un depdsito de cardiotomia venosa rigida de dos camaras Avant D980
(Sorin Srl., Mirandola, Italia). El fluido cebador consistia en 800 ml de NaCl 0,9%, 500 ml de Voluven® (Fresenius
Kabi, Paises Bajos), 200 ml de Manitol 20% (Baxter Health Care, Paises Bajos), 200 ml de aprotinina 1000 KIU/ml,
25 ml de NaHCO3; 8,4% y 7.500 IU de heparina. Se aplicé el bypass cardiopulmonar normotérmico a todos los
pacientes. Para la proteccion del miocardio, se utilizé ya sea cardioplejia con sangre caliente o bien cardioplejia
cristaloide fria de St. Thomas, dependiendo de la preferencia del cirujano. Al final del bypass cardiopulmonar la
heparina se neutralizé con cloruro de protamina (Valeant Pharmaceuticals, Paises Bajos).

Analisis estadistico

La evaluacion se realiz6 con la ayuda del Sistema SAS (Software Release 9.13). Los datos fueron se verificaron por
completo y se realizd una segunda verificacion de la plausibilidad. Se utilizé la prueba de los rangos con signos de
Wilcoxon para comparar las variables continuas de los dos grupos, la prueba de chi-cuadrado de Pearson se utilizd
para investigar la frecuencia (porcentaje) de los parametros, y se consideré una probabilidad estadisticamente
significativa de p<0,05. Sin embargo, aparte de la variable principal de valoracion (frecuencia de la reaccion
proinflamatoria principal) todos los valores de p dados son sélo descriptivos.

Resultados

Un total de 63 pacientes (bIAP n=32, placebo n=31) se inscribieron en este estudio. No se identificaron problemas
significativos relativos a la seguridad. Excepto para el BMI que era significativamente mayor en el grupo de placebo
(25,7 £ 2,7 frente a 27,4 + 3,5, p=0,037), no hubo diferencias estadisticamente significativas en los datos
demograficos. Los dos grupos resultaron similares en cuanto al numero de injertos, el CBP y el tiempo de clampeo y
tipo de cardioplejia usado. Ademas, no hubo diferencias estadisticamente significativas en el resultado
postoperatorio.

Como se ha descrito en otros documentos (ref. Kats et al, 2008), se observé una respuesta inflamatoria aguda grave
s6lo en un pequefio grupo de pacientes del grupo de placebo. Estos 5 pacientes mostraron una respuesta TNFa
fulminante (nivel medio del valor de 108 pg/ml, en un rango de 0,10 a 476 pg/ml) observada a las 4 horas de la
induccion de la cirugia. Esta respuesta TNFa fue seguida por un aumento en los niveles plasmaticos de IL-6 (un
promedio nivel maximo de 683 pg/mL, en un rango de 9 a 2386 pg/mL) y de IL-8 (un promedio del nivel maximo de
642 pg/mL, en un rango 13 -1696 pg/ml). Esta respuesta TNFa postquirdrgica no se observé en el grupo tratado con
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blAP (p<0,02). La respuesta inflamatoria general como se deduce de los niveles de citoquinas, proteina C reactiva
(PCR), AST y ALT fue baja tanto en el grupo de blIAP como en del placebo.

Niveles postquirdrgicos de fosfatasa alcalina en plasma

Los niveles preoperatorios de fosfatasa alcalina eran de 70,03 +7,12 U/l en el grupo tratado con bIAP, y de 70,50 +
15,63 1U/l en el grupo tratado con placebo (p=ns). En el grupo tratado con placebo, en 31 de los 31 pacientes se
observé una disminucion de los niveles de fosfatasa alcalina en plasma en las 2 horas posteriores a la cirugia (34,89
+ 9,59 1U/1). Esta reduccion en los niveles de fosfatasa alcalina en plasma fue seguida de la normalizacion de este
nivel después de 24 horas.

En el grupo tratado con bIAP en la totalidad de los 32 pacientes se encontré un aumento inicial de los niveles
plasmaticos de fosfatasa alcalina como consecuencia de la administracion del bolo (464 + 176 1U/l). Junto al
aumento inicial se observd un aumento significativo de la fosfatasa alcalina de plasma aproximadamente a las 4-6
horas posteriores a la cirugia (355 + 95 1U/l). Esta fosfatasa alcalina podia ser inhibida por L-homoarginina y por lo
tanto probablemente representa una fosfatasa alcalina no especifica tejido (fosfatasa alcalina de tipo TNSALP) (14).
Mediante el analisis de isoenzimas se excluye que este aumento posquirirgico de fosfatasa alcalina en plasma
pueda atribuirse al incremento de la fosfatasa alcalina de tipo éseo. Por lo tanto la fuente mas probable es fosfatasa
alcalina de tipo hepatico.

Curiosamente, la reduccion de la fosfatasa alcalina postquirurgica en pacientes tratados con placebo también afecta
a la cantidad de fosfatasa alcalina de tipo 6seo circulante con porcentajes similares a los de la fosfatasa alcalina
total, aunque la fosfatasa alcalina de tipo éseo -como se ha indicado anteriormente- no se induce paralelamente a la
fosfatasa alcalina de tipo TNSALP plasmatica postquirdrgica aparente.

Discusion

La familia de las fosfatasas alcalinas esta compuesta por las fosfatasas alcalinas no especificas de tejido, como la
fosfatasa alcalina de higado, 6sea y la fosfatasa alcalina de rifidn, y las fosfatasas alcalinas especificas de tejidos,
como la fosfatasa alcalina intestinal, de placenta y analoga de placenta (16).

Un papel fisiologico de la fosfatasa alcalina fue propuesto por Poelstra et al. en 1997 (1). La fosfatasa alcalina
intestinal es capaz de desintoxicar endotoxinas, un producto de las bacterias gram-negativas, que es abundante en
medio externo y en el lumen del tracto intestinal. El resto fosforilado del lipido-A de la endotoxina, que se considera
esencial para sus acciones bioldgicas, es un sustrato de la fosfatasa alcalina, que desfosforila enzimaticamente la
parte toxica del lipido-A en un monofosforil lipido-A, un metabolito no inflamatorio y un en fosfato inorganico (2; 3).

Junto con los LPS como sustrato de la fosfatasa alcalina, esta ectofosfatasa también convierte nucleétidos
proinflamatorios que se liberan durante ataques isquémicos y que normalmente conducen a un aumento local de las
citoquinas proinflamatorias como el TNFa en la zona donde tiene lugar la operacién. Torre Amione demostro que el
aumento de los TNF locales durante la cirugia cardiaca se puede evitar mediante la administracion de un bloqueante
de TNFa como el Etanercept (17). De manera similar a este hallazgo el presente estudio muestra que bIAP es capaz
de evitar una respuesta TNFa drastica, ya que dicha respuesta TNFa se observd solamente en el grupo placebo.

Durante CABG con el uso de CPB se produce un incremento de la translocacion de los LPS desde el intestino (18;
19). Ademas se ha demostrado que en la zona donde tiene lugar la operacion, dependiendo de tiempo de CPB vy del
campleo cruzado, se producen ataques isquémicos seguidos de un aumento local de nucleétidos. Tanto la isquemia-
reperfusion mediada por endotoxina como los nucleétidos extracelulares liberados son activadores potentes de la
inflamacion y son un sustrato tanto para la fosfatasa alcalina suplementaria como enddgena.

Normalmente los LPS se transportan con el quimo y se absorben por las células de Kupffer y los hepatocitos. Se
propone que estos LPS sean detoxificados predominantemente mediante la actividad de la fosfatasa alcalina de tipo
intestinal y de la fosfatasa alcalina residente del plasma. Varios autores informaron que las células de Kupffer
pueden funcionar eliminando los conjugados de fosfatasa alcalina-LPS de la circulacién, reduciendo de ese modo
los niveles de fosfatasa alcalina totales (2;20), lo que también se ha demostrado en nuestro estudio en el grupo de
placebo, donde hay una reduccion inicial de la fosfatasa alcalina del plasma.

En ausencia de una cantidad suficiente de actividad de fosfatasa alcalina, su funcion de eliminacién de endotoxinas
puede ser suboptima, dando como resultado la agravacion adicional de los efectos inflamatorios mediados por
endotoxinas. Por lo tanto, nosotros en nuestro estudio hemos suplementado con fosfatasa alcalina bovina para
combatir la inflamacién inducida por endotoxina en CABG con el uso de CPB.

Un hallazgo interesante de este estudio es la diferencia en los niveles de fosfatasa alcalina entre los tratados con
blAP y el grupo tratado con placebo. En los pacientes tratados con placebo se observé una reduccion de los niveles
de fosfatasa alcalina en plasma 2 horas después de la cirugia. Se observaron niveles plasmaticos normalizados
después de 24 horas. La reduccién de los niveles de fosfatasa alcalina en plasma después de la administraciéon de
endotoxina habia sido previamente descrita por Verweij et al. en estudios con animales (20).
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En el grupo tratado con bIAP, se observé un aumento inicial de la concentraciéon plasmatica de fosfatasa alcalina
debido a la administracion del bolo. El comportamiento cinético de esta fosfatasa alcalina 1 del plasma era
compatible con la fosfatasa alcalina administrada, con una semivida fisica de unos 10 minutos (8).

Junto al aumento inicial en el nivel de fosfatasa alcalina, se observd un aumento secundario significativo de la
fosfatasa alcalina en plasma 4-6 horas aproximadamente después de la cirugia. Este fosfatasa alcalina enddgena se
inhibe con L-homoarginina y por lo tanto representa probablemente una fosfatasa alcalina no especifica de tejido,
con una semivida fisica de aproximadamente 20 horas (14). A juzgar por la cantidad de postquirdrgica de esta
fosfatasa alcalina no especifica de tejido circulante, la fuente mas probable es la fosfatasa alcalina de tipo hepatica,
ya que se demostrd que la otra fuente abundante en el plasma, la fosfatasa alcalina 6sea, no aumento.

El presente estudio muestra que la profilaxis con fosfatasa alcalina mejora la defensa frente a una nueva agresion
inflamatoria mediante la activacion de la liberacion de la fosfatasa alcalina que se mantiene en circulacion.

La implicacién sorprendente de este hallazgo tiene importantes consecuencias. La fosfatasa alcalina puede actuar
como una proteina de fase aguda, los niveles altos de fosfatasa alcalina activa fisioldgicamente tienen un efecto anti-
inflamatorio de proteccién. Los niveles en plasma pre-operatorio pueden predecir el resultado clinico en una
inflamacién aguda de una forma similar a la descrita para los niveles de anticuerpos anti-endotoxina elevados en
plasma (21, 22).

Por consiguiente, los pacientes estan protegidos por el pre-tratamiento con fosfatasa alcalina activa fisiolégicamente
la cual aumentara sus niveles fisiolégicos endégenos.

Conclusion

La administracion de un bolo intravenoso de fosfatasa alcalina a pacientes sometidos a injerto por bypass en una
arteria coronaria da como resultado un aumento posterior en los niveles de fosfatasa alcalina del plasma circulante 4
a 6 horas después del inicio de la cirugia. El origen de esta fosfatasa alcalina se atribuye a la fosfatasa alcalina no
especifica de tejido, mas probablemente a la fosfatasa alcalina de tipo higado. Esta fosfatasa alcalina endégena
puede jugar un papel en el sistema inmune de defensa innato.
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REIVINDICACIONES

1. Fosfatasa alcalina para utilizacién en la profilaxis de pacientes sometidos a una intervencion quirurgica, teniendo
dichos pacientes riesgo de enfermedades inflamatorias como consecuencia de la cirugia, por induccién de fosfatasa
alcalina enddégena, donde dicha profilaxis comprende la administracién intravenosa de wuna cantidad
terapéuticamente eficaz de fosfatasa alcalina a dichos pacientes sometidos a una intervencion quirurgica.
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Figura 1/3
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Figura 2/3
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Figura 3/3
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