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Osteocitos estimulados con PTHrP previenen la diferenciacion de
osteoclastos a través de la modulacion de las citoquinas CXCL5 e IL-6

Irene Tirado-Cabrera, Joan Pizarro-Gomez, Sara Heredero-Jiménez, Eduardo Martin-Guerrero, Juan A. Ardura,
Arancha R. Gortazar

Laboratorio de Fisiopatologia Osea. Instituto de Medicina Molecular Aplicada (IMMA)-Nemesio Diez. Departamento de Ciencias Médicas Basicas.
Facultad de Medicina. Universidad San Pablo-CEU. CEU Universities. Campus Monteprincipe. Alcorcon, Madrid

Palabras clave:
Osteocitos.
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PTHrP. CXCL5.
IL-6.

Resumen

Los osteocitos responden a las fuerzas mecanicas controlando la funcién de osteoblastos y osteoclastos. La estimulacién
mecanica disminuye la apoptosis de los osteocitos y promueve la formacion dsea. Sin embargo, la falta de carga mecanica
induce a los osteocitos a favorecer la migracion y la diferenciacion osteoclastica, lo que en definitiva resulta en una pérdida
de masa dsea. El cilio primario ha sido descrito como un importante mecanorreceptor en las células 6seas. PTH1R, el receptor
tipo 1 de la hormona paratiroidea (PTH) modula los efectos de los osteoblastos, osteoclastos y osteocitos tras su activacion
por la PTH o la proteina relacionada con la PTH (PTHrP) en células osteoblasticas. Recientemente se ha descrito que la
estimulacién mecanica en osteocitos inhibe el reclutamiento y diferenciacién de osteoclastos a través de un mecanismo
dependiente de PTH1R y del cilio primario. El estimulo mecanico en osteocitos induce la traslocaciéon de PTH1R al cilio
primario en osteocitos MLO-Y4. En este trabajo planteamos estudiar si la PTHrP reproduce los efectos observados con el
estimulo mecanico en cuanto a la relocalizacion del receptor al cilio primario y si es también capaz de inhibir la diferenciacion
de osteoclastos a través de la regulacion de las citoquinas CXCL5 e IL-6. Nuestros resultados muestran que el estimulo con
PTHrP (1-37) desencadena una movilizacion significativa de PTH1R a lo largo del cilio primario en las células osteociticas
MLO-Y4. Ademas, se observa que la PTHrP inhibe la diferenciacion de osteoclastos a través de las citoquinas CXCL5 e IL-6.
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INTRODUCCION

El cilio primario es un organulo apendicular, Unico e
inmovil, existente en numerosos tipos celulares, entre
los que se encuentran las células 6seas y donde ejerce
funciones similares a una antena, recibiendo sefiales
quimicas y mecanicas (1). A pesar de estar presente en
casi todas las células del ser humano, su presencia no
es constante en ellas, sino que se ensambla y se reab-
sorbe en un proceso dependiente del ciclo celular: se
forma durante la fase quiescente y desaparece antes
de entrar en mitosis (1,2).

La carga mecanica es uno de los moduladores mas re-
levantes para la formacién y el mantenimiento de la
masa y la arquitectura ésea (3). La presencia del cilio
primario en los osteocitos es imprescindible para el
desempeiio de la funcion mecanica (4-6). Ademas de
su papel como mecanorreceptor, el cilio primario acu-
mula gran cantidad de receptores, entre los que se en-
cuentra el receptor tipo 1 de la parathormona (PTH) y
la proteina relacionada con la parathormona (PTHrP),
PTH1R (7-9).

PTH1R se expresa en osteoblastos y osteocitos donde
cumple funciones clave para la regulacion del meta-
bolismo éseo (10). La PTHrP es una citoquina que se
expresa en numerosos tejidos. En el tejido 6seo ejerce
funciones locales, principalmente a través del receptor
PTH1R, aunque se conocen otros efectos independien-
tes de este receptor (11-14). PTH1R, ademas de ser acti-
vado tras la uniéon a sus agonistas, PTH y PTHrP, es sen-
sible a los estimulos mecanicos. Se ha descrito que la
estimulacion mecéanica puede activar directamente a
PTH1R en ausencia de ligando, indicando la importan-
cia del receptor de PTH como mecanosensor en osteo-
citos y osteoblastos (15,16). En este sentido, nuestro
grupo ha demostrado que PTH1R es un componente
fundamental en el proceso de transduccion de sefales
mecanicas en las células osteociticas MLO-Y4 (16,17).
En estas células, la activacion de PTH1R en ausencia de
ligando ocurre inmediatamente después de la estimu-
lacion mecanica con flujo de fluido, gracias a un au-
mento de la afluencia de calcio intracelular (18). Ade-
mas, el flujo de fluido induce un incremento de PTH1R
en la membrana plasmatica de las células MLO-Y4 (19).

Recientemente hemos demostrado que la estimulacion
mecanica por flujo de fluido en las células MLO-Y4, in-
duce la traslocacién de PTH1R al cilio primario (20). En
estas condiciones, los osteocitos inhiben la migracién
y la diferenciacion de los precursores osteoclasticos, a
través de la alteracion de la secrecion de las citoquinas
CXCL5 e IL-6 (21). A pesar de que la presencia del re-
ceptor PTH1R en el cilio primario es también relevante
para las acciones de la PTHrP (22), se desconoce si la
PTHrP (1-37) induce cambios en la traslocacion del re-
ceptor al cilio primario de manera similar a los ejerci-
dos por la estimulacién mecanica.

1. TIRADO-CABRERA ET AL.

En el presente trabajo nos planteamos estudiar los
efectos de la estimulacion con PTHrP (1-37) en la linea
de osteocitos MLO-Y4 sobre la movilidad del receptor
PTH1R en la membrana plasmética, analizando la po-
sible colocalizacién del receptor en el cilio primario,
asi como la implicacion de las citoquinas CXCL5 e IL-6,
producidas por osteocitos tras el estimulo con PTHrP,
en la diferenciacién de los precursores osteoclasticos.

MATERIALES Y METODOS

CULTIVO CELULAR

Las células osteociticas de raton MLO-Y4 (generosamen-
te donadas por la Dra. Lynda Bonewald) se cultivaron
en a-MEM suplementado con 2,5 % de suero fetal de
ternera (SFT), 2,5 % de suero fetal bovino (SFB), penicili-
na (100 unidades/ml) y estreptomicina (100 pg/ml) en un
incubador humidificado con un 5 % de CO, a 37 °C. Las
células se sembraron a una densidad de 25 000 células/
c¢m2 en placas de cultivo convencionales o en portaob-
jetos de vidrio (FlexCell International Corp., Hillsborou-
gh, NC, EE. UU.), revestidas con una matriz de colageno
tipo | (Sigma Aldrich, St. Luis, MO, EE. UU.). Las células
se mantuvieron en cultivo hasta que estuvieron casi to-
talmente confluentes. Al dia siguiente, se reemplazé el
medio de cultivo por medio a-MEM sin rojo fenol con
1 % de SFB y las células se mantuvieron en esta con-
dicion durante 24 horas. Posteriormente, las células se
estimularon con el péptido exégeno PTHrP (1-37) (Ba-
chem, Bubendorf, Suiza) a una concentraciéon de 100 nM
durante 10 minutos. Las células que no fueron estimulas
seran los controles estaticos (CE). Después, las células se
incubaron durante 18 horas con a-MEM sin rojo fenol,
sin SFB y sin SFT. Transcurrido este tiempo se llevé a cabo
la recogida de medios condicionados (MC). Ademas, se
utilizé sangre obtenida del Centro de Transfusién de la
Comunidad de Madrid. Las células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) para generar osteoclastos hu-
manos in vitro se aislaron a partir de la capa leucocitaria.
Estas células se cultivaron en medio a-MEM suplementa-
do con un 10 % de SFT, 100 unidades/ml de penicilina'y
100 pg/ml de estreptomicina, en atmésfera hiumeda de
5 % de CO, y a 37 °C. Los monocitos humanos se dejaron
crecer hasta alcanzar una confluencia del 90 %.

INHIBICION DEL CILIO PRIMARIO, PTH1R,
GLI1, AMP CiCLICO Y FOSFOLIPASA C

La formacion del cilio primario y la actividad del PTH1R
se inhibieron tratando a las células durante 1 h con
hidrato de cloral acuoso 1 mM o con 100 nM de PTHrP
(7-34), respectivamente. El factor de transcripcién Gli
se inhibié utilizando 10 yM de Gli-1-Antagonist 61

| Rev Osteoporos Metab Miner 2024;16(1):1-9 |



OSTEOCITOS ESTIMULADOS CON PTHrP PREVIENEN LA DIFERENCIACION DE OSTEOCLASTOS

A TRAVES DE LA MODULACION DE LAS CITOQUINAS CXCL5 E IL-6

(GANT61; Santa Cruz Biotechnology) durante 1 h
cuando fue apropiado. El AMPc y la fosfolipasa C se
inhibieron durante 1 h con 100 yM del inhibidor del
adenilato ciclasa SQ22536 o con 1 yM del inhibidor de
la fosfolipasa C U73122, respectivamente.

TRANSFECCION CELULAR

Las células MLO-Y4 se transfectaron de manera transi-
toria con un plasmido portador de ADN complementa-
rio (ADNc) codificante para PTH1R humano fusionado
con el gen reportero proteina fluorescente verde (GFP)
(S*"PTH1R) (generosamente donada por el Dr. Peter
Friedman) utilizando lipofectamina 3000 (Life Techno-
logies) durante 4 h a 37 °C, segun las directrices del
fabricante.

INMUNOFLUORESCENCIA

Las células se fijaron utilizando paraformaldehido
(PFA) al 4 % en PBS, pH 7,4, durante 10 minutos y, pos-
teriormente, se permeabilizaron con Triton X-100 al
0,5 % en PBS, a pH 7,4 durante 5 minutos. Para el blo-
queo de las uniones inespecificas, las células se incu-
baron durante 1 hora con albumina de suero bovino
(BSA) al 10 % suplementado con un 5 % de suero de
cabra. A continuacion, se incubaron con el anticuerpo
monoclonal producido en ratén antitubulina a-aceti-
lada (Sigma Aldrich), diluido 1:1000 en BSA 1X (100 ml
de BSA al 10 % diluido en 900 ml de PBS), durante
toda la noche, a 4 °Cy en agitacion. Al dia siguiente,
se realizaron varios lavados con PBS 1X y se afadio el
anticuerpo secundario antiinmunoglobulina G (IgG)
de ratén conjugado con Alexa fltor 546 (Invitrogen,
Waltham, MA, EE. UU.), diluido 1/1000 en BSA 1X, du-
rante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente,
se realizaron varios lavados con PBS 1X, y se llevé a
cabo el montaje con el reactivo FluorSafe (Calbiochem,
La Jolla, CA, EE. UU.). Las muestras se analizaron con
el microscopio confocal Leica DMI8, evaluandose la co-
localizacion entre el cilio primario y el receptor PTH1R
en las células que habia sido transfectadas con el plas-
mido ¢*"PTHIR, teniéndose en cuenta si la colocaliza-
ciéon se habia producido solo en la base o a lo largo de
todo el cilio primario. También se analizé la longitud
del cilio primario, gracias al software ImagelJ.

GENERACION DE OSTEOCLASTOS PARA LA
EVALUACION DE LA OSTEOCLASTOGENESIS

Los monocitos humanos obtenidos del aislamiento de
la capa leucocitaria fueron utilizados para el ensayo
de diferenciacion hacia osteoclastos. Una vez que al-

| Rev Osteoporos Metab Miner 2024;16(1):1-9 |

canzaron el 90 % de confluencia, se retiré el medio de
cultivo, se lavo dos veces con PBS 1Xy se llevé a cabo la
tripsinizacion (en 0,25 % v/v de tripsinay 1 mM de &ci-
do etilendiaminotetraacético [EDTA]) durante 30 mi-
nutos, utilizando un rascador celular. Para el ensayo
de diferenciacion, se sembraron 20 000 células/pocillo
en una placa de 96 pocillos con el medio de cultivo
a-MEM suplementado con un 10 % de SFT, 100 uni-
dades/ml de penicilina'y 100 pg/ml de estreptomicina,
ademas de 20 ng/ml de M-CSF y 20 ng/ml de RANKL
(ProSpec, Ness-Ziona, Israel). Los controles fueron culti-
vados con el mismo medio de cultivo, pero sin RANKL.
Pasados tres dias, el medio de cultivo se reemplazé
por medio fresco sin rojo fenol, conteniendo M-CSF y
RANKL, segun correspondiera, y afladiéndose ademas
un 20 % de los distintos MC de las células MLO-Y4. A
los controles se le anadié un 20 % de medio a-MEM sin
SFT. Ademas, se afadieron anticuerpos neutralizantes;
2 pyg/mL de anti-CXCL5 y 1 pg/ml de anti-IL-6. Los mo-
nocitos humanos estuvieron en contacto con los MC de
las MLO-Y4 durante 3 dias. Pasado este tiempo, se reti-
ré el medio de cultivo y se lavé con PBS 1X para elimi-
nar las células no adherentes. Las células fueron fijadas
con PFA al 4 % durante 10 minutos, permeabilizadas
con metanol al 100 % durante 20 minutos, y tefidas
con hematoxilina durante 5 minutos. La diferenciacién
de los monocitos humanos hacia osteoclastos se deter-
mind por la morfologia de las células obtenidas, ob-
servandose la formacion de células gigantes con tres
0 mas nucleos. Las imagenes fueron realizadas gracias
al microscopio Leica DMI1, evaludndose el numero de
células osteoclasticas con tres o mas nucleos mediante
el software ImageJ.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos estan expresados como las medias + desvia-
ciones estandar (DE). El analisis estadistico se realizo
con GraphPad Prism (software de GraphPad). Las di-
ferencias entre condiciones se evaluaron mediante
analisis de varianza no paramétrico (Kruskal-Wallis)
seguido de la prueba de Mann-Whitney. La p < 0,05 se
considerd significativa.

RESULTADOS

LOCALIZACION DEL RECEPTOR PTH1R
EN EL CILIO PRIMARIO DE OSTEOCITOS
ESTIMULADOS CON PTHrP (1-37)

En primer lugar, se quiso comprobar cémo afecta el
tratamiento con PTHrP a la movilidad del PTH1R hacia
el cilio primario en células osteociticas MLO-Y4. Me-
diante microscopia confocal se observo que PTH1R co-



localizaba con el cilio primario en las células MLO-Y4.
En condiciones estaticas, el 52 % de las células osteo-
citicas ciliadas mostraban cierta colocalizacion entre
PTH1R y el cilio primario. De estas, solo el 33 % de
las células mostraban colocalizacién a lo largo de todo
el cilio primario, mientras que el 19 % mostraba colo-
calizacién solo en la base del cilio. Sin embargo, tras
la estimulacion con PTHrP, observamos un aumento
significativo en la presencia de PTH1R a lo largo de
todo el cilio primario (el 79 % de las células osteociti-
cas ciliadas manifestaron colocalizacién entre PTH1R y
el cilio primario; de este porcentaje, el 50 % de las cé-
lulas ciliadas mostraron localizacion de PTH1R en toda
la extension del cilio, mientras que el 29 % mostraron
colocalizacion solo en la base del cilio) (Fig. 1 Ay B).
El pretratamiento con HC anulé la formacion del cilio
primario, asi como la movilizacion de PTH1R hacia él,
mientras que el tratamiento con el antagonista PTHrP
(7-34) no afecté de manera significativa a la moviliza-
cién del PTH1R (Fig. 1 Ay B). En condiciones estaticas
e inhibicion con PTHrP (7-34), el 58 % de las células
osteociticas ciliadas mostraban cierta colocalizacién
entre PTH1R y el cilio primario. De esta, solo el 36 %
de las células mostraron colocalizacién a lo largo de
todo el cilio primario, mientras que el 22 % presenta-
ron colocalizaciéon solo en la base del cilio. Tras el tra-
tamiento con PTHrP, el 40 % de las células osteociticas
ciliadas manifestaron colocalizacién entre PTH1R y el
cilio primario. De este porcentaje el 23 % de las célu-
las ciliadas mostraron localizacion de PTH1R en toda la
extension del cilio, mientras que el 17 % presentaron
colocalizacion solo en la base del cilio (Fig. 1 Ay B).

También se quiso comprobar si la longitud del cilio ex-
perimentaba algun cambio cuando se estimulaba con
PTHrP (1-37) en comparacién con condiciones estati-
cas. En ambos casos el cilio primario presentaba una
longitud similar (Fig. 1C). Con el pretratamiento con
HC este efecto fue inhibido, pero no se vio afectado
por el antagonista de PTH1R, la PTHrP (7-34) (Fig. 1C).

Estos resultados muestran que el estimulo con PTHrP
desencadena una movilizacién significativa del re-
ceptor PTH1R al cilio primario en células osteociticas
MLO-Y4.

IMPLICACION DE LAS PROTEINAS CXCL5
E IL-6 EN LA DIFERENCIACION DE LOS
OSTEOCLASTOS

La regulacion, a través del estimulo mecanico, de la
secreciéon de las citoquinas CXCL5 e IL-6 en osteocitos
MLO-Y4, ha demostrado tener un papel en el recluta-
miento y diferenciacion de los precursores osteoclas-
ticos (21). Esta regulacion asociada a la mecanotrans-
duccion es mediada por el cilio primario y la activaciéon
del PTH1R (21). En base a estos antecedentes y a los
resultados obtenidos en cuanto a la traslocacion del
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Figura 1. PTH1R colocaliza con el cilio primario en células
MLO-Y4 estimuladas con PTHrP (1-37). Se transfectaron células
MLO-Y4 con 1 pg del plasmido ¢*PTH1R utilizando lipofectamina
3000 durante 4 h a 37 °C. Posteriormente, las células se privaron
de suero durante 6 h, se trataron con hidrato de cloral 1 mM o
con 100 nM de PTHrP (7-34) durante 1h y se estimularon con
100 nM de PTHrP (7-34) durante 1 h. Después se estimularon
con 100 nM de PTHrP (1-37) durante 10 min. Para evaluar la
colocalizacion de PTH1R con el cilio primario, las células se
fijaron, permeabilizaron, bloquearon e incubaron durante toda
la noche a 4°C con el anticuerpo antitubulina a-acetilada de
raton. A continuacion, las células se incubaron durante 1 h con el
anticuerpo secundario IgG antirratén conjugado con Alexa fluor
546. Se muestran imagenes representativas de cada condicion
(A). El porcentaje de células con colocalizacion de PTH1R justo
en la base (basal) y en todo el cilio primario (total) se analizd en
cada condicién en células MLO-Y4 transfectadas con el plasmido
*PTHIR (B). Se representa la evaluacion de la longitud del cilio
primario en células MLO-Y4 utilizando el software ImageJ (C). Los
resultados son la media + DE de triplicados. *p < 0,05 vs. control
correspondiente; **p < 0,01 vs. control correspondiente; %p < 0,05
vs. condicion basal correspondiente; °p < 0,001 vs. condicion basal
correspondiente (CE: control estético; PTHrP: proteina relacionada
con la PTH; HC: hidrato de cloral; 7-34: PTHrP (7-34); ¢"PTHIR:
proteina verde fluorescente-PTH1R; PTH1R: receptor de tipo 1 de la
PTH; IgG: inmunoglobulina G; DE: desviacion estandar).
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PTH1R al cilio (Fig. 1) quisimos comprobar si las cito-
quinas CXCL5 e IL-6 median también las acciones des-
empefiadas por la PTHrP en la comunicacién entre
osteocitos y osteoclastos utilizando anticuerpos neu-
tralizantes especificos (Figs. 2 y 3). Los resultados mos-
traron que los medios condicionados (MC) de osteoci-
tos en condiciones estaticas provocaron un aumento
de la diferenciacion de osteoclastos; un efecto que fue
inhibido por el pretratamiento de los MC de los osteo-
citos con el anticuerpo neutralizante CXCL5 o el anti-
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Figura 2. El estimulo con PTHrP (1-37) inhibe la diferenciacion de
los osteoclastos mediante un mecanismo dependiente de CXCL5 e
IL-6. Las células osteociticas MLO-Y4 se privaron de suero durante
24 h'y, posteriormente se trataron con hidrato de cloral 1 mM o
con 100 nM de PTHrP (7-34) durante 1h. Luego, las células se
estimularon con 100 nM de PTHrP (1-37) durante 10 minutos. El
MC se recogio al cabo de 18 h'y se afiadio 2 ug/mL de anticuerpo
neutralizante anti-mCXCL5 o 1 ug/mL de anti-mIL-6. Para evaluar la
diferenciacion de las células monociticas a osteoclastos, los monocitos
humanos se trataron con 20 ng/ml de M-CSF y 20 ng/ml de RANKL
mas los correspondientes MC de las células MLO-Y4 al 20 % con
el anticuerpo neutralizante correspondiente. A continuacion, se
fijaron las células, se permeabilizaron y se tifieron con hematoxilina.
Se muestran imagenes representativas de cada condicion (A).
Se representa el porcentaje de células con tres o mas ndcleos
evaluado con el software Image) (B). Los resultados representan
la media + DE de 2 experimentos por triplicado de cada condicién
experimental. *p < 0,05 vs. CE o vs. correspondiente inhibicion del
cilio o PTH1R; **p < 0,01 vs. CE (MC: medio condicionado; M-CSF:
factor estimulante de colonias de macréfagos; RANKL: ligando del
receptor activador del factor nuclear kappa-B; CXCL5: quimioquina
5con motivo C-X-C; IL-6: interleuquina-6; Ac: anticuerpo; CE:
control estatico; PTHrP: proteina relacionada con la PTH; HC: hidrato
de cloral; 7-34: PTHrP (7-34); DE: desviacion estandar).
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cuerpo neutralizante IL-6. Ademas, el MC de osteocitos
tratados con PTHrP (1-37) disminuyd la diferenciacién
hacia osteoclastos con o sin neutralizacion de CXCL5 o
IL-6 (Figs. 2 y 3). La neutralizacion de CXCL5 no causé
ningun efecto sobre la diferenciacién de osteoclastos
cuando se inhibié el cilio primario o PTH1R de los osteo-
citos con HC o PTHrP (7-34), respectivamente (Fig. 2 A
y B). Asi mismo, la neutralizacién de CXCL5 tampoco
causé ningun efecto en la osteoclastogénesis cuando
las vias GLI, PKA y PKC fueron inhibidas con GANT61,
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Figura 3. El estimulo con PTHrP (1-37) inhibe la diferenciacion de
los osteoclastos mediante un mecanismo dependiente de CXCL5 e
IL-6. Las células osteociticas MLO-Y4 se privaron de suero durante
24 h'y, posteriormente se trataron con 10 uM de GANT61, 100 pM
del inhibidor del adenilato ciclasa $Q225360 con 1uM del
inhibidor de la fosfolipasa C U73122 durante 1 h. Luegpo, las células
se estimularon con 100 nM de PTHrP (1-37) durante 10 minutos. El
MC se recogio al cabo de 18 h'y se afiadi6 2 ug/mL de anticuerpo
neutralizante anti-mCXCL5 o 1 pg/mL de anti-mlL-6. Para evaluar
la diferenciacion de las células monociticas a osteoclastos,
los monocitos humanos se trataron con 20 ng/ml de M-CSF vy
20 ng/ml de RANKL mas los correspondientes MC de las células
MLO-Y4 al 20 % con el anticuerpo neutralizante correspondiente. A
continuacion, se fijaron las células, se permeabilizaron y se tifieron
con hematoxilina. Se muestran imégenes representativas de cada
condicién (A). Se representa el porcentaje de células con tres o
mas nucleos evaluado con el software ImageJ (B). Los resultados
representan la media + DE de 2 experimentos por triplicado de
cada condicién experimental. *p < 0,05 vs. CE o vs. correspondiente
inhibicion de GLI, PKA o PKC; **p <0,01vs. CE (MC: medio
condicionado; M-CSF: factor estimulante de colonias de macréfagos;
RANKL: ligando del receptor activador del factor nuclear kappa-B;
CXCL5: quimioquina 5 con motivo C-X-C; IL-6: interleuquina-6; Ac:
anticuerpo; CE: control estatico; PTHrP: proteina relacionada con la
PTH; GANT61: GLI1-antagonista 61; GLI: factor de transcripcion de
glioma 1; PKA: proteina quinasa A; PKC: proteina quinasa C; DE:
desviacion estandar).



SQ22536 y U73122, respectivamente (Fig. 3 Ay B). Por
el contrario, el anticuerpo anti-IL-6 no solo revirtio la
osteoclastogénesis en condiciones estaticas, sino tam-
bién en presencia de HC o PTHrP (7-34) (Fig. 2 Ay B).
De igual forma, la inhibicion de las vias GLI, PKA y PKC
también revierte la osteoclastogénesis (Fig. 3 Ay B).

Estos hallazgos indican que es necesaria la presencia
tanto de un cilio primario funcional como del receptor
PTH1R en los osteocitos para una correcta comunica-
cién con los osteoclastos, y sugieren que la estimula-
ciéon con PTHrP en osteocitos inhibe la diferenciacion
de los osteoclastos a través de CXCL5, mientras que la
activacién de PTH1R y del cilio primario en osteocitos
regulan a los osteoclastos a través de IL-6.

DISCUSION

El cilio primario es un conocido mecanosensor presente
en los osteocitos entre otras células. Sin embargo, sus
funciones en las células 6seas parecen no limitarse uni-
camente a favorecer la mecanotransduccion. En este
trabajo, nuestros resultados indican que el cilio prima-
rio expone a lo largo de toda su extension el receptor
tipo 1 de la PTHy la PTHrP, PTH1R, tras la estimulacién
con el péptido PTHrP (1-37). Ademas, observamos que
las citoquinas CXCL5 e IL-6 parecen regular los efectos
que ejerce la PTHrP en la comunicacién de los osteoci-
tos con los osteoclastos, concretamente afectando a la
diferenciacion de estos ultimos.

El PTH1R se expresa en osteoblastos y osteocitos, y es
clave para la formacién del tejido y el mantenimiento
de la homeostasis 6sea (23). La sefializacion de PTHrP a
través del PTH1R en osteocitos promueve la inhibicion
de la sintesis de esclerostina, lo que se traduce en un
aumento de la formacién ésea, pero también activa el
remodelado 6seo, a través de la regulacion de RANKL
(24). EI PTH1R puede ser activado por sus dos agonistas,
la PTH secretada por las glandulas paratiroides, o bien
por la PTHrP, secretada por una gran variedad de teji-
dos, como el hueso, donde actua de forma local (10).
Varios trabajos indican que este receptor puede actuar
como mecanorreceptor, siendo activado directamente
por estimulos mecdanicos, en ausencia de sus agonistas
(25). También se ha descrito que la carga mecanica como
el ejercicio fisico y los péptidos PTH/PTHrP pueden po-
tenciar sinérgicamente sus acciones entre si (13,26). De
hecho, la actividad fisica como correr o nadar induce la
secrecion transitoria de PTH (27), y la estimulacién me-
canica aumenta la produccion de PTHrP en los osteoci-
tos, lo que podria inducir la activacion de PTH1R (18,28).

El cilio primario también actia como mecanorrecep-
tor en células Oseas, recibiendo sefiales mecanicas. El
cilio primario presenta numerosos receptores y canales
capaces de activarse ante diferentes estimulos. En este
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trabajo, nuestros resultados muestran que tras la esti-
mulacion con el péptido de la PTHrP (1-37) existe una
migracion del PTH1R hacia el cilio primario, aumen-
tando la presencia del receptor dispuesto a lo largo de
toda la proyeccion ciliar (Fig. 1). Un efecto muy similar
al aqui descrito se observa al estimular estas mismas
células MLO-Y4 con un estimulo mecanico por flujo de
fluido (21). Ademas, otro estudio ha demostrado que
el estimulo mecanico promueve el transporte de PTH1R
al cilio primario, aumentando la sefializacion de PTH en
células del nucleo pulposo del disco intervertebral (9).

Los experimentos de neutralizacion apuntan a
CXCL5 como una citocina regulada por los osteocitos
que, cuando es secretada, controla la diferenciacion
de los osteoclastos. CXCL5 es una quimioquina implica-
da en el reclutamiento de leucocitos (29,30). Esta qui-
mioquina se une al receptor CXC1y al receptor CXC2,
ambos expresados en los precursores de osteoclastos
(31,32). Ademas, se ha descrito que CXCL5 modula la
expresion de CXC1 y puede tener un papel funcional
en el aumento de los niveles de expresion de RANKL
en las células estromales/preosteoblasticas de médula
6sea humana (33). Sundaram y cols. mostraron que
CXCL5 podria tener un papel funcional en el aumento
de los niveles de expresion de RANKL asociados a la
enfermedad ésea de Paget en humanos, la cual pre-
senta zonas muy localizadas de recambio éseo con una
mayor actividad de los osteoclastos (33).

Con respecto a IL-6, es bien conocido su papel como
inductor de la osteoclastogénesis mediada por osteo-
citos mediante la actividad de JAK2 y RANKL (34). Un
estudio ha demostrado que el aumento en la secre-
cion de IL-6 por células osteociticas apoptéticas pro-
mueve el reclutamiento de precursores osteoclasticos.
Esto es debido a que la secrecion de IL-6 promueve la
expresion endotelial de ICAM-1 y la adhesion de los
precursores osteoclasticos (35). El estudio de Kazuhi-
ro demostré que la combinaciéon de TNF e IL-6 puede
inducir la reabsorcién 6ésea en células similares a los
osteoclastos (36). De hecho, IL-6 desempefia un papel
importante como regulador durante la osteoclastogé-
nesis, resorcion y regeneracién oseas (35). De forma
similar a este estudio, la formacién de osteoclastos se
vio potenciada tras la secrecion tanto de IL-6 como del
receptor soluble de IL-6 (37). En concordancia, nues-
tros resultados (Fig. 2 y 3) muestran que el anticuer-
po neutralizante de IL-6 disminuy6 la diferenciaciéon
celular cuando se inhibié el cilio y el receptor PTH1R.
De igual forma ocurre cuando se inhibe las vias Hed-
gehog, adenilato ciclasa y fosfolipasa C. Sin embargo,
el anticuerpo neutralizante de CXCL5 no tuvo ningun
efecto a este respecto.

Datos previos de nuestro grupo de investigacién mues-
tran que el silenciamiento de Pth1r se asocia a un au-
mento de la migraciéon de monocitos y de la osteoclas-
togénesis, asi como a un aumento de la secrecién de
IL-6 por parte de los osteocitos, a pesar de que las cé-
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lulas fueron estimuladas por FF. Dado que la neutra-
lizacion de IL-6 en estas condiciones disminuye tanto
la migracion como la diferenciacion de osteoclastos,
estos datos sugieren que la secrecién de altos niveles
de IL-6 puede superar la baja secrecion de CXCL5 de-
pendiente de FF y mantener la migracién de monoci-
tos y la osteoclastogénesis (20). De igual forma, ocurri-
ria cuando se produce la estimulacién con PTHrP en el
proceso de osteoclastogénesis (Fig. 2).

Ademas, demostramos que la inhibicion del cilio pri-
mario también se asocié con un aumento de la funcion
osteoclastica, incluso en condiciones de estimulacién
con PTHrP (1-37), y la neutralizacién de la IL-6 revir-
ti6 este efecto. Colectivamente, estos datos sugieren
que la inhibicién del cilio primario podria inducir una
elevada secrecion de IL-6 que supere la baja secrecion

de CXCL5, como ocurre cuando se inhibe el receptor
PTH1R (Fig. 4). Sin embargo, también es posible que
el cilio primario en condiciones de estimulacion con
PTHrP (1-37) module otras citoquinas alternativas im-
plicadas en la comunicacion osteoclastica. Aun asi, la
neutralizacion de IL-6 fue suficiente para prevenir la
diferenciacion de los precursores de osteoclastos.

Nuestros hallazgos apoyan que el cilio primario fun-
cional y PTH1R son necesarios en los osteocitos para
regular el secretoma de estas células y su comunica-
cion con los osteoclastos. Asi, los osteocitos estimula-
dos con PTHrP (1-37) inhiben la diferenciacién de os-
teoclastos mediante la disminucién de la secrecion de
CXCL5, mientras que la activacion de PTH1R y del cilio
primario en los osteocitos regulan a los osteoclastos a
través de la modulacion de la secrecion de IL-6.
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Figura 4. Mecanismo propuesto para la requlacion de la diferenciacion de osteoclastos por el cilio primario y PTH1R en osteocitos. La presencia
tanto de un cilio primario funcional como de PTH1R en los osteocitos es necesaria para una correcta comunicacion con los osteoclastos. La
estimulacion con PTHrP (1-37) inhibe la diferenciacion de los osteoclastos a través de CXCL5, mientras que la activacion de PTH1R regula a los
osteoclastos a través de IL-6 (CE: control estatico; PTHrP: proteina relacionada con la hormona paratiroidea; CXCL5: ligando de quimioquinas
con motivo C-X-C 5; IL-6, interleuquina-6; PTH1R: receptor de tipo | de la hormona paratiroidea).
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Abstract

We aimed to establish a murine model to investigate the potential therapeutic role of human mesenchymal stem cells
(MSCs) in skeletal disorders in vivo. Therefore, we specifically focused on 2 experimental models: the bisphosphonate-related
osteonecrosis of the jaw (ONJ) and ovariectomy (OVX)-induced bone loss to simulate postmenopausal osteoporosis. Utilizing
NOD.CB17-Prkdcscid/J (NOD-SCID) mice, known for their compromised immune systems, we examined the development of
ONJ following varying dosages and routes of administration of zoledronic acid, with and without adjunctive dexamethasone
treatment. Surprisingly, we found a very low incidence of ONJ compared to the results reported in immunocompetent mice,
suggesting that factors intrinsic to the NOD-SCID mice, such as immune deficiency and possibly altered microbiota due to
sterile housing conditions, may influence the development of this condition. On the other hand, these mice did not show the
Keywords: anticipated bone loss following bilateral OVX, challenging conventional wisdom and emphasizing the multifaceted nature
Immunodeficient  of gsteoporosis involving both the immune system and microbiota. This study reveals the limitations of immunodeficient
mice. Osteonecrosis. ico a5 experimental models in bone research. On the other hand, it is consistent with experimental data suggesting a role
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Bisphosphonates.  of osteoimmunology and osteomicrobiology mechanisms in the pathogenesis of some skeletal disorders.
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LIMITATIONS OF IMMUNODEFICIENT MICE AS MODELS FOR OSTEOPOROSIS STUDIES "

INTRODUCTION

NOD.CB17-Prkdcscid/J mice, commonly known as NOD-
SCID mice, are a genetically engineered strain of mice
frequently used in biomedical research (1). These mice
are characterized by a severely compromised immune
system, due to a specific mutation in the Prkdc gene,
which encodes a protein kinase vital for DNA repair
during immune cell development, and by their back-
ground strain, the nonobese diabetic (NOD) mouse,
which provides additional unique immune system
characteristics. Due to the mutation in the Prkdc gene,
these mice lack functional T cells and B cells, which
makes them unable to mount effective adaptive im-
mune responses (2). This deficiency prevents them
from rejecting materials from foreign species, such as
human cells. The NOD background contributes to de-
fects in the natural killer (NK) cell function, which is
typically less compromised in other SCID strains (2,3).
This makes NOD-SCID mice particularly useful for xe-
nograft experiments, in which human cells or tissues
are grafted into mice. Therefore, they are extensively
used in research involving the transplantation of hu-
man cells (1-4).

In the early 2000s, physicians started observing os-
teonecrosis of the jaw (ONJ) in patients without a
history of radiation exposure and realized that most
of these patients had breast cancer metastatic to
bone or myelomatous disease and were on bisphos-
phonate (BP) therapy. This led investigators to pro-
pose an association between BP use and ONJ (5).
The estimated incidence is 1-90 cases per 100 000 pa-
tients on BPs per year (6). Most of these cases occur in
patients on high doses of BPs (especially zoledronate
and pamidronate) due to cancer. Treating ONJ may
be rather difficult. In recent years, mesenchymal stem
cells (MSCs) have been proposed as candidates for
cellular therapies in different conditions including
ONJ. MSCs are adult multipotent stromal cells that
can differentiate into a variety of cell types, such as
osteoblasts, chondrocytes and adipocytes (7,8). Giv-
en their ability to differentiate into osteoblasts, they
are attractive candidates for bone regeneration ther-
apies. Recent research underscores the multifaceted
role of MSCs, mediated not only by differentiation
into osteoblasts, but also by the modulation of the
bone-healing environment through paracrine ef-
fects, involving the secretion of growth factors and
cytokines (9-11). Therefore, some studies in animal
models have obtained promising results with MSCs
applied by either systemic or local routes (12-15). To
explore the potentially beneficial effect of a systemic
administration of human MSCs in vivo, we tried to
develop a murine model of ONJ and ovariectomy
(OVX)-induced osteoporosis. To prevent rejection, we
used immunodeficient mice and protocols previously
applied to induce ONJ and osteoporosis in immuno-
competent mice.

| Rev Osteoporos Metab Miner 2024;16(1):10-15 |

MATERIAL AND METHODS

NOD.CB17-Prkdcscid/) called NOD-SCID mice were
used. Founders were obtained from Jackson Laborato-
ries (Bar, Harbor, Maine, United States) and the colony
was housed at the animal facility of University of Can-
tabria, Santander, Spain under aseptic conditions and
veterinary control.

For the ONJ models, 8 week-old mice were anesthe-
tised and the maxillary right first molar was extracted,
as published using immunocompetent mice (16). Mice
were treated with several intraperitoneal (IP) or intra-
venous (IV) (retro-orbital plexus) doses of 540 pg/kg of
zoledronic acid. The first dose was always given 1 week
before the dental extraction, with subsequent doses at
weekly intervals. Some mice additionally received sub-
cutaneous dexamethasone (10 mg/kg, 3 times a week).
Mice were euthanized 1 week after the last zoledronic
acid dose. The maxillary bones were dissected, fixed in
formaldehyde and preserved in ethanol prior to study
by micro-CT (Bruker). In some experimental mice, as
well as in control mice of the same age which did not
undergo any experimental procedures, the femur
and the tibia were dissected and the trabecular bone
volume was determined as previously described (17).
After micro-CT analysis, bones were decalcified, par-
affin-embedded, and stained with hematoxylin-eo-
sin. Regions of denuded mucosa and bone necrosis
(defined as 5 adjacent empty osteocytic lacunae [18])
were evaluated by 2 independent observers.

For the osteoporosis model, female 8-week old NOD-
SCID mice were used. Under general anesthesia, both
ovaries were exposed and removed. Mice receive opi-
oid analgesia for pain management right after the in-
tervention. A sham-operated group was also included.
Eight weeks later, the animals were euthanized, and
both the femora and the tibiae were removed and
analyzed by micro-CT. T-test was assessed as statisti-
cal analysis to compare the differences between mice
groups (p-values indicated).

Protocol approval was obtained from University of
Cantabria Research Ethics Committee and Consejeria
de Sanidad de Cantabria, as established by current
regulations (code 2016-27930).

RESULTS

OSTEONECROSIS OF THE JAW MODEL

In this study, 27 mice were used to establish an osteone-
crosis of the jaw (ONJ) model, receiving varying doses
of zoledronic acid administered via IV or IP acces. Table |
illustrates the different treatment regimens, including
the number of doses, administration route, duration
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Table .

Treatment Doses of zoledronic acid | Administration Time of study Mice | Osteonecrosis cases
(n) route (weeks after molar (n) (n)
removal)
Zoledronic acid 5 IP 5 " 0
Zoledronic acid 3 IP 3 3 0
Zoledronic acid, dexamethasone 3 IP 3 2 0
Zoledronic acid 2 v 2 6 0
Zoledronic acid, dexamethasone 2 \% 2 5 1
IP: intraperitoneal administration group; IV: intravenous administration group.
of the study following molar extraction, and the inci- OSTEOPOROSIS MODEL

dence of osteonecrosis observed among the mice.

Micro-CT analysis confirmed the absence of the first
molar, without abnormalities in the maxillary bone
(Figs. 1 A and B). Only 1 out of the 27 mice studied
showed some evidence of mild ONJ, with a small area
of bone with several empty osteocytic lacunae. This
mouse had been treated with 2 IV injections of zole-
dronic acid and dexamethasone (Figs. 1 C and D).

In some representative mice, we measured bone mass to
confirm the bioactivity of zoledronic acid. As expected,
trabecular bone volume was increased by zoledronic acid
via IV or IP access (from a mean 30 + 8 % to 48 + 10 % at
the femur, and 32 + 6 % to 48 + 12 % at the tibia).

In the evaluation of an osteoporosis model, 24 ova-
riectomized (OVX) mice and 11 controls (COVX) were
successfully included for micro-CT analyses. Unex-
pectedly, bone mineral density (BMD), bone volume
versus tissue volume (BV/TV) parameter, and cortical
thickness were similar between the 2 groups (Fig. 2).
Specifically, the mean BMD for the femur was 0.20 g/
cm? in the OVX group, identical to the COVX group.
The BV/TV mean values were 20.3 + 4.7 % for OVX
and 21.8 + 3.2 for COVX. Hence, no significant differ-
ences were found in the bone measured parameters
(BMD; p = 0.932; BV/TV p = 0.1507). Dissimilarities
were not found either in the femur cortical thickness
(p = 0.4242).

Figure 1. A. 3D reconstruction of the micro-CT analysis showing absence of first molar and cavity filled with new bone (red arrow). B. Coronal
image, micro-CT analysis showing the absence of the first molar and the cavity filled with new bone (white arrow). C. Normal healing after tooth
removal. HE staining showing complete regeneration of oral mucosa and filling of the cavity (black arrow). Image captured at 4x magnification.
D. Mild bone necrosis. HE staining of the only mice showing an area of bone necrosis adjacent to the removed molar cavity (black arrows). Image
captured at 10x magnification.
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Figure 2. Comparative BMD and cortical thickness analyses with micro-CT. A. Femoral BMD of control (COVX, gray) and ovariectomized (OVX,
blue) groups. B. Femoral BV/TV of COVX (gray) vs OVX (blue). C. Femoral cortical thickness of COVX (gray) and OVX (blue) groups. Statistical
significance assessed via t-test (p-values indicated). Both lower limbs are represented for each mice as an individual point.

DISCUSSION

BPs are the most widely used antiresorptives in the
treatment of OP and certain tumors. ONJ is a rare but
serious side effect that can arise in patients on antire-
sorptives. As in other many complex disorders, ONJ
seems to be the result of a combination of genetic and
environmental factors. There are several well-estab-
lished acquired risk factors associated with ONJ, such
as previous dental extraction, periodontal disease, and
the administration of BP (with differences depending
on the type and administration route). Local infections
and the immune response are also considered part of
the ONJ pathogenesis. Different studies have proposed
a potential role of Tyd lymphocytes (18), neutrophils,
and macrophages, as well as interleukins and proteins
produced by cells involved in the immune system (19).

Despite molar extraction and the injection of high dos-
es of zoledronic acid, only 1 out of the 27 studied mice
developed histological findings consistent with mild
ONJ. These results widely differ from the 45%-50%
of ONJ cases described in studies in immunocompetent
mice using a similar methodology (20,21).

Unlike immunocompetent mice, it seems that immu-
nosuppressed mice tend not to develop ONJ even af-
ter an insult to the oral mucosa and having received
high doses of BP and steroids. Although the mecha-
nisms involved await further studies, we can speculate
that it could be due to the immune deficiency per se or
the sterile conditions in which those mice were main-
tained, which likely modified oral microbiota. These
failed experiments reinforce the concept that factors
apart from medication, such as the immune system
and the microbiota, play an important role in the oc-
currence of ONJ after BP therapy.

In line with the ONJ model, the absence of a function-
al immune system in NOD.CB17-Prkdcscid/J mice, and/
or the maintenance of the mice under sterile condi-
tions seemed to prevent them from developing the
expected bone loss after OVX. Studies using immu-
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nocompetent mice typically report a significant de-
crease in BMD and changes to bone architecture after
3 weeks following ovariectomy. For example, Smith et
al. (2020) observed a significant reduction in BMD and
BV/TV and significant increases in trabecular separa-
tion in C57BL/6 mice 8 weeks after ovariectomy, high-
lighting the accelerated bone loss in this model due
to normal immune function (22). These differences
underscore the critical role of the immune system in
post-ovariectomy bone remodeling and the potential
for unique disease progression pathways in immuno-
compromised conditions.

The immune system plays a pivotal role in bone ho-
meostasis, with T cells, B cells, and cytokines influenc-
ing both bone resorption and formation. In particu-
lar, T cells have been involved in osteoclastogenesis
through the production of RANKL, a key osteoclast-ac-
tivating factor (23). Additionally, classic studies from
the Pacifici and Manolagas groups confirmed the role
played by cytokines, such as IL-1, IL-6, and tumor ne-
crosis factor, produced by immune and other cells,
in OVX-induced osteoporosis (24-26). The lack of an
adaptive immune response in these immunodeficient
mice could therefore significantly ameliorate the os-
teoclast-mediated bone resorption expected to occur
after ovariectomy.

Moreover, gut microbiota has been increasingly rec-
ognized for its influence on bone density and health
(27). Microbiota dysbiosis has been associated with
inflammatory responses capable of promoting osteo-
clast activity, eventually leading to bone loss (28-30).
The sterile conditions under which NOD.CB17-Prk-
dcscid/) mice are kept could impact their microbiota,
potentially affecting the incidence and progression of
bone loss. This concept would be consistent with re-
ports showing that estrogen deficiency causes a gut
microbiome-dependent expansion of Th17 cells and
TNF-a-producing T cells. This may be of pathophysio-
logical importance, because the blockade of Th17 cell
and TNF+ T cell egress from the gut prevented OVX-
induced bone loss (31).



In conclusion, the blunted ability to induce BP-relat-
ed ONJ and OVX-related decrease in bone mass is a
limitation for using immunodeficient mice as experi-
mental models in osteoporosis research. On the oth-
er hand, they highlight the role of osteoinmmuno-
logical mechanisms, and perhaps body microbiota,

in

bone pathophysiology. The correlation between

these mechanisms and their collective impact on bone
health requires a broader perspective when investi-
gating osteoporosis and should be taken into account
when conducting studies with animal models.
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Caso clinico:

Se remite desde atencién primaria a una paciente de 77 ainos, posmenopausica desde los 53, que fue diagnosticada
de osteoporosis en otra comunidad hace 6 afios. La T score de la densitometria en aquel momento era de T-2.8 en
columna vertebral, T-3.5 en cuello femoral y T-3.3 en cadera total. Inicialmente recibio6 risedronato, que hubo que
suspender por mala tolerancia digestiva al afio de tratamiento y por ello se cambié a denosumab semestral.

Entre sus antecedentes personales y familiares la paciente es hipertensa con buen control y su madre sufrié una
fractura la cadera a los 86 afos.

La enferma comenta que, a raiz de una manipulacion dental, consistente en una extraccion y colocacion de dos
implantes realizada hace 7 meses, comenzé con dolor y falta de cicatrizacion de la zona mandibular. Su dentista le
dijo que desarrollé una osteonecrosis y, desde entonces, no se ha vuelto a inyectar denosumab. Tras la retirada de
los implantes y el tratamiento local con plasma rico en plaguetas ha ido mejorando la sintomatologia.

La T score en la densitometria actual es de -2.5 en columna vertebral, -3 en cuello femoral y -2.8 en cadera total.
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Universitario Central de Asturias. Universidad de Oviedo. Oviedo

El caso planteado es el arquetipo de una paciente
con osteoporosis, con alto riesgo de fractura, trata-
da con una secuencia de antirresortivos durante un
periodo de 6 afios, con cierta eficacia en términos
de masa 6sea y sin haber sufrido fracturas en este
periodo, pero que ha tenido una complicacién rara,
pero caracteristica del tratamiento: osteonecrosis
de maxilar, aunque no se precisa la temporalidad
de la extraccién dental respecto a la dosis de deno-
sumab.

Una vision holistica del caso nos plantea el abordaje
de la intercurrencia local, ya abordado por su odon-
télogo y, lo que es mas relevante, el manejo clinico
posterior de su osteoporosis.

Puede ser de utilidad una visién global del problema,
mas alla de las particularidades del caso expuesto, que
pueda aportar una perspectiva en la mayoria de los
casos que se nos puedan plantear.

ENFERMEDAD METABOLICA OSEA
Y SALUD DENTAL

Las repercusiones odontolégicas en las enfermedades
metabolicas 6seas son frecuentes: desde la pérdida
de piezas dentales, que forma parte de las primeras
descripciones clinicas de la osteoporosis, es una mani-
festacién cardinal en la hipofosfatasia, la asociacion
con dientes hipoplasicos y la alta frecuencia de caries
y destruccion de piezas dentales en la osteogénesis
imperfecta, las alteraciones en la oclusion de la enfer-
medad de Paget o en la osteopetrosis, y diversas com-
plicaciones en el hiperparatiroidismo primario y en la
osteodistrofia renal (1).

Con todo, lo que mas ha trascendido en la practica
clinica en los ultimos afos es una complicacion muy
poco frecuente como es la osteonecrosis de maxilares
(ONM), asociada al tratamiento con antirresortivos
en pacientes con osteoporosis, fundamentalmente
bisfosfonatos (BP) y denosumab. Importante es la
discriminacién con respecto a los pacientes oncolégi-
cos en los que los mismos farmacos se usan en dosis
muy superiores y la incidencia es notablemente ma-
yor (2).
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OSTEONECROSIS Y OSTEONECROSIS
DE MAXILARES (ONM)

Puede resultar paraddjico el hecho de que es posible
que aparezca una osteonecrosis en cualquier hueso,
los infartos o secuestros 6seos, asintomaticos cuando
se sitlan en areas centrales del hueso, o tener una re-
percusion articular si se producen en la proximidad de
la articulaciéon, como ocurre en la necrosis avascular de
la cadera o de los hiimeros, pero que ni son mas fre-
cuentes con el tratamiento antirresortivo e incluso se
utilizan para frenar la progresiéon (3,4), y en nada se
parecen a la ONM asociada a antirresortivos.

Posiblemente el factor cardinal de esta diferencia ven-
ga condicionado porque los maxilares estan situados
en una fosa séptica, de la que les separa Unicamente
la mucosa oral. La inflamacién crénica de la mucosa
gingival va a hacer que se pierda hueso alveolar, como
ocurre en pacientes con artritis inflamatoria, va a debi-
litar la barrera epitelial y, quizas también altere la vas-
cularizacién (5,6). De ahi que sean factores de riesgo
adicionales para la ONM asociada a farmacos, ademas
de los antirresortivos, la diabetes, el consumo de alco-
hol, el uso de corticoides, inmunosupresores, inhibido-
res de la vascularizacién, tabaquismo y la mala higiene
dental (7).

La primera descripcion de ONM se realizé6 como enfer-
medad profesional en trabajadores con fésforo blanco
en 1906, como por ejemplo en decoradores de cera-
mica que “afinaban” la punta de sus pinceles con la
boca: fosfonecrosis (formalmente fésforo necrosis de
la mandibula) (8). Posteriormente se describe la osteo-
necrosis asociada a radioterapia local en tumores de
cabeza/cuello: osteonecrosis radica (9). El comun de-
nominador de ambas era la enorme extension de la
necrosis, la abscesificacion y fistulizacién hacia la piel,
con deformidades severas y muy mal prondstico. Esta
consideracion es relevante dado que todavia hoy se
utilizan imagenes de dichos procesos para “ilustrar” a
los pacientes de lo que puede ser una osteonecrosis de
maxilares. En el capitulo de anécdotas historicas sefia-
lar que, en las aproximaciones al tratamiento médico,
en estos casos se incluian la terapia PENTO —pentoxifi-
lina, tocoferol (para mitigar el componente vascular) y
clodronato (para mejorar el componente 6seo)— (10),
prescindiendo posteriormente de asociar el bisfosfo-
nato (11).

No fue hasta 2003 cuando se describe como ONM aso-
ciada a BP (BRONJ, en la literatura internacional), en
un paciente con mieloma multiple tratado con pami-
dronato a dosis altas, la persistencia durante mas de
8 semanas de exposicion 6sea en la cara gingival (12).
Posteriormente el término evoluciona a osteonecrosis
asociada a antirresortivos, al constatar que también
un potente antirresortivo, como el denosumab, podria
condicionar la enfermedad y, finalmente, osteonecro-
sis asociada a farmacos (MRONJ), al constatar aumento



de riesgo asociado con otros farmacos no relacionados
con el tratamiento de la osteoporosis (13). Es relevante
destacar el diagnostico diferencial de la lesion maxilar,
mas alld de la medicacién concomitante, que incluye
sinusitis maxilar, caries dental profunda, osteitis alveo-
lar, gingivitis y periodontitis, absceso periapical, sarco-
ma y osteomielitis esclerosante crénica (7).

OSTEONECROSIS DE MAXILARES ASOCIADA
A FARMACOS ANTIOSTEOPOROTICOS

El aluvion de publicaciones al respecto, mas de 4 700
entradas en PubMed, no se ha visto acompafada de
una razonable mejora en la prevencién y el tratamien-
to de la ONM. La causa es la escasa incidencia, también
motivo de discrepancia entre odontoestomatoélogos/
maxilofaciales y osteélogos el componente estocastico
de su aparicién (pese a que se reconozcan factores de
riesgo, quizas el mas relevante sean las intervenciones
dentales), que condiciona la practica ausencia de en-
sayos clinicos controlados respecto a su prevencién y/o
tratamiento. Baste como ejemplo que en la magnifica
revision critica de la European Calcified Tissues Society,
publicada en 2022, pese a utilizar 254 citas bibliografi-
cas, en sus algoritmos de manejo aparece con demasia-
da frecuencia el verbo considerar, discutir... y medidas
muy generales tanto en pacientes con osteoporosis
como en pacientes oncolégicos, antes o durante el tra-
tamiento con antirresortivos (2).

En nuestra practica clinica habitual padecemos la clasi-
ficacion de la ONM asociada a farmacos mas extendida
de la American Association of Oral and Maxilofacial
Surgeons (2) que, sin animo de ser extensiva, incluye:

1. "En riesgo”: todos los pacientes asintomaticos en
tratamiento con medicamentos con efectos dseos
(razonable para antirresortivos potentes, como los
bifosfonatos, denosumab, dudoso para romosozu-
mab, pero no aceptable para los estrégenos, los
SERMS [raloxifeno/bazedoxifeno] o incluso teripa-
ratide).

2. Estadio 0: no hay evidencia clinica de hueso necré-
tico, pero si sintomas o hallazgos clinicos/radiol6gi-
cos inespecificos (cualquier sintoma oral en pacien-
tes en tratamiento).

3. Estadios 1 (hueso expuesto o fistula sin sintomas), 2
(hueso expuesto o fistula y signos de inflamacion)
y 3 (en el que se anade extension mas alla de hue-
so alveolar o fractura patoldgica o fistulizacién ex-
traoral) que no serian discutibles.

4. Variante no expuesta (no ampliamente aceptada
y excluida en las ultimas actualizaciones): presen-
cia inexplicable de dolor en los maxilares, fistula,
hinchazon, dientes moviles o fractura mandibular
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diagnosticada después de excluir enfermedades
comunes de la mandibula que se sabe que causan
manifestaciones similares (14).

Posiblemente esta propia clasificacién sea responsable
de las diferentes percepciones en incidencia entre los
profesionales odontolégicos y los médicos relaciona-
dos con el metabolismo 6seo.

¢(CUAL ES EL RIESGO DE LOS PACIENTES
CON OSTEOPOROSIS Y LOS DIFERENTES
FARMACOS?

Existe una notable dispersién en los datos de inciden-
cia en funcion de su origen, e incluso con variaciones
geograficas, y en el modo de expresarlos.

Para los BP orales, se estima una incidencia de entre
1/10 000 a 1/100 000 pacientes/afio de tratamiento
(15), del 0,01 % al 0,06 % para BP orales (2) y con un
incremento a partir del cuarto afio de exposicién del
0,23 % (16), sin que esté claro un incremento de riesgo
para BP intravenosos (zoledrénico 0,9/10 000 paciente
ano) (13,17), pese a que algunas guias de practica cli-
nica le consideran de mayor riesgo (18), posiblemente
por la influencia de los incrementos de riesgo observa-
dos en indicacién oncoldgica (19).

En el caso de denosumab, la incidencia en el estudio
pivotal fue de 5,2/10 000 pacientes-afio, y a 10 afios,
35/100 000 pacientes-afio, o del 0,30 % (12).

Comparativamente, un estudio atribuye un riesgo de
4,5/10 000 pacientes-aiio con BP orales frente a 28,3
/10 000 pacientes-afio con denosumab, si bien dos ter-
cios de los pacientes de este estudio habian estado en
tratamiento con BP orales antes de introducir el deno-
sumab (16,20).

En el caso de romosozumab, pese a su modesto efecto
antirresortivo, los datos iniciales estiman una inciden-
cia de entre 0,02y 0,03 % (13), derivados de la presen-
cia de un caso en el ensayo clinico frente a placebo (21)
y de un caso en el grupo de tratamiento secuencial con
alendrénico (22).

MEDIDAS PREVENTIVAS EN ONM ASOCIADAS
A FARMACOS EN PACIENTES CON
OSTEOPOROSIS

Es universal la recomendacion de explorar la cavidad
oral para promover el mejor estado dental posible an-
tes de iniciar el tratamiento con antirresortivos poten-
tes (2,23,24), aunque esta consideracién deberia tener:
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- Asesoramiento al profesional dental sobre el riesgo
de fractura del paciente a corto plazo para evitar
que el saneamiento dental se prolongue un tiempo
excesivo, sobre todo en pacientes con fracturas re-
cientes y un altisimo riesgo de fractura en los que,
por la razén que sea, no es posible un tratamiento
anabdlico.

- Asesoramiento al paciente sobre posibles opciones
del tratamiento dental, mas allad del posible efecto
adverso al poner un tratamiento antirresortivo. No
es infrecuente que se planteen tratamientos denta-
les tedricamente muy eficientes (implantes dentales)
en pacientes que, por su osteoporosis, no tienen un
hueso alveolar suficiente como para soportar los im-
plantes y pueden “perderlos” sin que medie el trata-
miento antirresortivo (Fig. 1), valorando alternativas
como puentes, prétesis removibles, etc. (Fig. 2).

Si el paciente ya esta en tratamiento antirresortivo debe-
mos asesorar a ambos de que no esta contraindicada la
realizacion de extracciones o de implantes por dicha con-
dicion, el 50 % de los odontélogos asi lo cree (25). La ino-
perancia de determinar CTX para predecir el riesgo de
osteonecrosis (2,23,24) y, respecto a la conveniencia de
suspender o no temporalmente el tratamiento antirre-
sortivo, el dato fundamental es el riesgo de fractura del
paciente, asi como la no vinculacién del riesgo de ONM
al estado cualitativo/cuantitativo de la masa dsea (26).

La interrupcién temporalmente del tratamiento de los
bisfosfonatos no se ha demostrado que sea util para
prevenir la aparicion de ONM (27) debido a su propia
farmacocinética y a su persistencia en el tejido 6seo.
No obstante, algunas pautas, como suspender 4-8 se-
manas el BP oral antes de la extraccion y reintroducir-
lo una vez cicatrizada la mucosa oral, puede tener un
efecto ansiolitico en el odontélogo y en el paciente y
no confiere a este Ultimo un incremento relevante de
su riesgo de fractura (28,29).

En el polo opuesto se encuentra el denosumab: su
suspension entrafia un notable efecto rebote, con in-
cremento del riesgo de fractura, incluso a muy corto
plazo (hasta un mes después de la dosis prevista pos-
puesta), incluso de fracturas vertebrales multiples si el
paciente tiene fracturas prevalentes (30,31). En este
caso, se aconseja realizar la intervencion (exodoncia/
implante) en el periodo intermedio entre dos dosis
(28) o al finalizar el periodo interdosis (32).

Ni que decir tiene que, ante un problema dental agu-
do, sin respuesta al tratamiento médico, con persisten-
cia clinica y sufrimiento del paciente, es a este al que
le corresponde tomar la decisién, previa informacién
veraz del riesgo personalizado, incluso firmando un
consentimiento informado. No es de recibo “esperar
unas semanas o0 meses” para mayor sosiego del odon-
to/estomatoélogo.

Figura 1. Paciente de 69 afios de edad, osteoporosis grave (lumbar: -5; cuello de fémur: -3,2; cadera total: -3,6 T), cifosis dorsal con dos
fracturas vertebrales de grado 1. Remitida por pérdida de 6 implantes dentales en la mandibula, movilidad de dos implantes en el maxilar superior.
La paciente, sin tratamiento de su osteoporosis, llevaba 14 meses en el proceso de implantes, incluyendo trasplante de hueso para elevar el seno

maxilar. ¢ Esta justificado este tratamiento?
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Figura 2. Paciente de 66 afios de edad, tres fracturas vertebrales, 6 afios en tratamiento con denosumab. DMO basal de -3,4 T en columna
lumbar y de -2,3 T en cuello femoral (actual de -2,4 y -1,9 T). Extraccion dental sin problemas. Le plantean implante con interrupcion del

denosumab. ;Y si nos quedamos con un puente?

En cualquier caso, siempre es aconsejable extremar las
medidas antisépticas en el momento quirurgico, inclu-
so profilaxis antibiética (amoxicilina clavulanico desde
el dia anterior hasta completar 8 dias en los pacientes
que acumulen factores multiples de riesgo) y enjua-
gues periddicos con clorhexidina, evitar extracciones
multiples en un acto quirdrgico e incluso suturar la
mucosa gingival tras la extraccién (28,29).

TRATAMIENTO DE ONM ESTABLECIDA

Aunque el tratamiento especifico de la ONM es un
ambito de competencia del profesional especialista en
patologia oral, existen varias alternativas e incluso me-
taanalisis sobre el tema (2,28,29,33). Sin embargo, es
conveniente resaltar que, si se plantea utilizar teripa-
ratida, hay que respetar las contraindicaciones abso-
lutas o relativas de dicho tratamiento: hipercalcemia,
litiasis activa, gammapatia monoclonal de significado
incierto, antecedentes de neoplasias malignas o ante-
cedentes de radiacion del esqueleto (24).

En casos graves el manejo quirurgico sigue siendo la
piedra angular de la terapia. Los antibi6ticos son el
Unico complemento médico con evidencia convincente
de beneficio en MRONJ en la actualidad (13).

MANEJO DEL TRATAMIENTO DEL PACIENTE
CON OSTEOPOROSIS DESPUES DE
UNA ONM

Es, sin duda, el nudo gordiano del caso clinico plan-
teado y de nuestra practica clinica habitual y, como en
el caso de la leyenda, no cabe otra solucién que la de
Alejandro Magno: cortar el nudo con la espada.

En términos de morbilidad y de mortalidad no son
comparables el riesgo de ONM y el riesgo que supone
la fractura osteopordética. Ergo, los pacientes con os-
teoporosis y alto riesgo de fractura deben continuar
siendo tratados, pese a que hayan tenido una ONM.

La pregunta clave seria: ¢cual es la probabilidad de re-
currencia de ONM en un paciente que ya ha tenido un
episodio de ONM?

No existe bibliografia relevante, mas alla de algunos
casos clinicos puntuales (34), respecto a la posibilidad
de recurrencia de la ONM cuando persiste el trata-
miento antirresortivo. Si con el zoledrénico en indica-
cién y a dosis oncoldgica (35).

En el caso de denosumab, hay alguna publicaciéon que

establece alguna recurrencia en enfermedad neopla-
sica (36), pero en el estudio Freedom y extension, de
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los 11 pacientes que tuvieron ONM, 8 continuaron con
denosumab, en 7 casos se produjo la curaciéon de la
ONJ y en ningun caso hubo recurrencia (37).

En el caso de pacientes tratados con BP, si, como es ha-
bitual, llevan 4 aiios o mas de tratamiento, momento
en el que aumenta la incidencia de ONM (15) por el
efecto residual de los BP acumulados en el hueso, po-
demos tener cierta calma y espaciar la reintroducciéon
del farmaco (18 meses en el caso del risedronato y algo
mas con otros BP [38] por el efecto residual protec-
tor de nuevas fracturas. Incluso en pacientes con DMO
muy baja o coexistencia con otros factores de riesgo
notables de fractura (vg corticoides, fracturas multi-
ples, etc.) e intercalar previamente un ciclo de trata-
miento con teriparatida (24).

En el caso de denosumab, la interrupcién produce un
efecto notable de aumento de remodelado, pérdida
de masa 6sea e incremento del riesgo de fractura, es-
pecialmente si el paciente tenia fracturas vertebrales
prevalentes (30,31). En este caso se conoce que secuen-
ciar el tratamiento con teriparatida no es eficiente en
el medio plazo para contener el aumento de remode-
lado y la pérdida de masa 6sea, sin datos respecto a
si este hecho incrementa el riesgo de fractura (39). Se
sabe que la transicién a un BP oral no es suficiente si
el paciente lleva mas de dos afios con denosumab e,
incluso, en términos de masa 6sea, no seria suficiente
la transicion a zoledrénico intravenoso (por otra par-
te, con mayor riesgo teérico de ONM) (40). La tran-
sicion a romosozumab por el modesto impacto en el
remodelado y la atenuacién de su efecto osteofor-
mador (ademas de estar descrito algin caso de ONM
con romosozumab) tampoco parece la alternativa mas
eficiente. Por lo tanto, el mejor tratamiento posible
para atenuar el efecto rebote de las interrupciones de
denosumab seria su reintroduccién. Cabria la opcién
de, en casos especiales de muy alto riesgo de fractura o
de crisis de panico tras plantearlo al paciente, hacer un
periodo de tratamiento combinado (denosumab-teri-
paratida) y, posteriormente, con el paciente “estabi-
lizado"”, plantear dejar solo denosumab o hacer una
transicion a BP.

Puestos a agotar los supuestos, si la ONM se produ-
ce en un paciente en tratamiento con romosozumab,
pese a que no existen datos certeros sobre la conducta
a seguir, asumiendo que posiblemente sea un paciente
con altisimo riesgo de fractura, quizas pudiera conti-
nuarse con el mismo tratamiento o, si no existe con-
traindicacion, teriparatida para 18-24 meses después
pasar a un antirresortivo.

Ni que decir tiene que, si la ONM aparece en un pa-
ciente en tratamiento con teriparatida o SERMS, no
hay que considerar su interrupcién, dado que no hay
ningun dato de aumento de riesgo de ONM vy, pese a
la extrema rareza, hay casos de aparicion de ONM sin
ningun tratamiento (41).
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En resumen, en el caso que nos ocupa, la mejor opcidn
de tratamiento seria continuar el tratamiento con de-
nosumab, ademas del tratamiento local de su ONM.

VISION DEL MEDICO ESPECIALISTA
EN MAXILOFACIAL

Dr. José Luis Cebrian Carretero

Servicio de Cirugia Oral y Maxilofacial. Hospital Universitario
La Paz. Departamento de Anatomia, Histologia y Neurociencia.
Universidad Auténoma de Madrid. Madrid

La osteonecrosis por farmacos antirresortivos (MRONJ)
es una condicién poco frecuente que se produce fun-
damentalmente en pacientes con tratamiento con bi-
fosfonatos intravenosos.

No obstante, en un hospital como el nuestro (Hospi-
tal Universitario La Paz) recibimos algunos pacientes
que presentan osteonecrosis tras un tratamiento pro-
longado con bifosfonatos orales o denosumab. Habi-
tualmente el desarrollo de la enfermedad sintomatica
viene acompafiado de una manipulacion quirdrgica en
la que se actua sobre el hueso de los maxilares, y mas
si esto supone dejar hueso expuesto a la cavidad oral,
como ocurre tras las exodoncias. El caso aqui presen-
tado es muy representativo de esta situacion. Por un
lado, se ha realizado una exodoncia y también se han
colocado dos implantes dentales. Como he comenta-
do, la exodoncia pone en contacto al hueso con una
cavidad oral poblada de microorganismos potencial-
mente patdgenos y la colocacion de implantes exige
que el hueso esté bien vascularizado para que se pro-
duzca el proceso de osteointegracién. Asi nos encon-
tramos con las dos situaciones implicadas en la patoge-
nia de la osteonecrosis, la infeccién y la alteracién de
la vascularizacion, que en este caso han resultado en
la osteonecrosis mandibular. Afortunadamente parece
que el proceso ha sido limitado y ha afectado solo al
hueso en la zona de los implantes, lo que ha causado
un secuestro 6seo que se ha retirado al mismo tiempo
que los implantes no integrados. En este momento lo
mas importante es legrar bien el hueso subyacente y
asegurar una buena cobertura de partes blandas. El
empleo del plasma rico en plaquetas o en factores de
crecimiento puede ayudar a la cicatrizacion.

En nuestra experiencia, el tratamiento con denosu-
mab no contraindica la colocacién de implantes den-
tales. Normalmente preferimos realizar primero la
extracciéon, asegurar una buena cobertura mucosa del
alveolo y diferir la colocacién de los implantes unas
10-12 semanas tras la exodoncia. Siempre empleare-
mos profilaxis antibiética preoperatoria y tratamiento
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antibidtico posoperatorio si lo consideramos indicado.
En cuanto al mejor momento para realizarlo, y tenien-
do en cuenta que la administracién del denosumab es
semestral, recomendamos hacer los procedimientos 4
0 5 meses tras la administracion del farmaco.

Finalmente, en lo que se refiere a la continuacion del
tratamiento farmacologico, habra que poner en una
balanza el beneficio que le produce el farmaco y el
riesgo de osteonecrosis. Si ha sido un proceso loca-
lizado con un secuestro 6seo que se ha retirado y el
hueso ha curado bien, sin evidencia de progresion de
la enfermedad, creemos que podria continuarse el tra-
tamiento.
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CASO CLIiNICO

Presentamos el caso de un varén de 28 afios, con ante-
cedentes de tiroidectomia total por carcinoma papilar
de tiroides estadio Il a la edad de 17 afios. Tras la ciru-
gia desarrollé un hipoparatiroidismo de dificil control,
motivo por el cual se inici6é tratamiento sustitutivo con
teriparatida 20 mcg s.c. cada 12 horas en febrero 2022,
con normalizacién del metabolismo fosfocalcico que
permanecio estable durante 18 meses desde el inicio del
mismo (1). Desde agosto del afio 2021, volvié a presen-
tar alteraciones analiticas compatibles con hipoparati-
roidismo, con correcciones parciales precisando en oca-
siones asociar de nuevo calcitriol y carbonato de calcio o
ajustar la dosis de teriparatida hasta los 0,8 mcg/kg/dia
en 3 dosis (20-20-20 mcg s.c.) siguiendo lo descrito por el
estudio de K.K. Winer en los que la dosis de teriparatida
para conseguir normocalcemia sin necesidad de utili-
zar calcitriol ni sales de calcio oscilaba entre 0,47 + 0,33
mcg/kg/dia (2). Las evoluciones analiticas y los cambios
terapéuticos se presentan en la figura 1. Dadas las dosis
alcanzadas bajo tratamiento sustitutivo con teriparati-
da (iguales a las dosis maximas presentadas en las series
de casos conocidas hasta la fecha), nos planteamos la
posibilidad de fallo primario del tratamiento sustitutivo
una vez descartada la posibilidad de falta de adheren-
cia terapéutica, dado el patrén de resistencia al mismo.

DISCUSION

Sabemos que la PTH es una hormona peptidica de 84
aminodacidos producida en las glandulas paratiroideas.
Su extremo amino terminal 1-34 constituye la fraccion
activa. Su receptor membrana PTH-PTHrp esta acopla-
do a una proteina G estimuladora de adenilato-ciclasa
que genera AMPc como segundo mensajero. A nivel
renal, inhibe la expresiéon de los cotransportadores
Na-P 2A y 2C, induciendo una respuesta fosfaturica.
Ambas respuestas (fosfaturica y aumento de la excre-
cién de AMPc en orina) han sido la base del estudio de
funcionalidad de la PTH. En los afios 70, Broadus (3)
delimité aun mas la respuesta renal a la PTH con la
determinacién del AMPc nefrogénico (NAMPc) elimi-
nando factores que podian interferir en la interpre-
tacion de la excreciéon urinaria de AMPc (otras hiper-
funciones hormonales o respuestas farmacolégicas
mediadas por AMPc). La génesis de NAMPc es en su
practica totalidad secundaria a la accion renal de la
PTH, con un componente debido a vasopresina prac-
ticamente despreciable a niveles fisiolégicos (3). Estos
conocimientos llevaron a la estandarizacion del test
de Ellsworth-Howard (4) para la determinacién de la
respuesta organica a la PTH. Posteriormente, aparecié
la estandarizacion del mismo con teriparatida en vez
de utilizar extracto de PTH purificada (5). Se considera

e Calcio 9,1 mg/dL
e Fosfato 3,9 mg/dL
e Magnesio 1,63 mg/dL

e (alcio 8,0 mg/dL

e Fosfato 5,4 mg/dL
e Magnesio 1,67 mg/dL

- Teriparatida 20 mcg s.c. (1-0-1)
- Calcitriol 0,5 mcg (0-1-0)
- Carbonato de calcio 500 (1-1-1)

- Teriparatida 20 mcg s.c. (1-1-1)
- Carbonato de calcio 500 (1-1-1)

- Teriparatida 20 mcg s.c. (1-1-1)
- STOP calcio

o (Ca corregido en funcion de albimina 7,7 mg/dL

Calcio 6,6 mg/dL

Ca corregido 6,0 mg/dL
Fosfato 5,6 mg/dL
Magnesio 1,77 mg/dL

e (alcio 10,5 mg/dL

e (a corregido 10,2 mg/dL
e Fosfato 4,6 mg/dL

e Magnesio 1,71 mg/dL

Calcio 10,3 mg/dL

Ca corregido 9,9 mg/dL
Fosfato 4,1 mg/dL
Magnesio 1,80 mg/dL

e Calcio 11,5 mg/dL

e (Ca corregido 11,0 mg/dL
e Fosfato 4,3 mg/dL

e Magnesio 1,86 mg/dL

Calcio 8,0 mg/dL

- Teriparatida 20 mcg s.c. (1-0-1) >

Ca corregido 7,6 mg/dL
Fosfato 5,1 mg/dL
Magnesio 1,62 mg/dL

- Teriparatida 20 mcg s.c. (1-1-1) >

Figura 1. Evolucién del metabolismo fosfocalcico desde agosto de 2021.
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normal un aumento de la respuesta fosfaturica de, al
menos, 200 % y de la de AMPc nefrogénico de al me-
nos 1000 % (6); esta respuesta es mas llamativa en los
pacientes con hipoparatiroidismo. Por otra parte, una
respuesta inferior se describe en estados de resistencia
a la PTH (pseudohipoparatiroidismo).

Se realizé un test de Ellsworth-Howard (E-H) al enfer-
mo objeto del caso (paciente 1) administrando 20 mcg
de teriparatida endovenosa en infusion lenta durante
15 minutos; paralelamente, se realizé el mismo test a
una paciente control (paciente 2) afecta igualmente
de hipoparatiroidismo posquirdrgico y osteoporosis,
en la que se indicoé tratamiento con teriparatida 20
mcg diarios como tratamiento de la misma. Ambos
test siguieron el mismo protocolo y se administro la
misma biomolécula (teriparatida Movymia [Laborato-
rios STADA]). Las respuestas del metabolismo fosfo-
calcico de ambos pacientes se recogen en la siguiente
tabla (Tabla I).

Analizando la respuesta al estimulo con PTH 1-34 del
paciente 1, observamos una respuesta fosfaturica blo-
queada, asi como un aumento suboéptimo del AMPc
nefrogénico. La paciente 2 sin embargo presenta una
respuesta fosfaturica 6ptima, asi como un gran au-
mento en la génesis de AMPc nefrogénico (Fig. 2).

En el caso del paciente 1, enfermo afecto de hipo-
paratiroidismo crénico, con una respuesta inicial 6p-
tima a teriparatida, la disminucion de la efectividad
del tratamiento sustitutivo y la respuesta al test de
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Figura 2. Comparacion resultados test E-H.

Ellsworth-Howard, es compatible con un fallo primario
al tratamiento sustitutivo con teriparatida con patrén
de resistencia a la accion de la misma. Esta conclusion
se ve refrendada por la respuesta adecuada de una
paciente control (paciente 2) con la misma patologia

Tabla I.
Paciente 0 15 30° 60’ 120° 360" Niveles de normalidad
1 >90 >90 >90 >90 >90 >90
Filtrado glomerular > 60 mL/min/1,73 m?
2 72 75 75 82 85 78
1 <10 6 y
PTH 15-65 pg/mL
2 11,4 Pg
Calcio ajustado a 1 6,9 72 72 8,08 78 6,9
, 8,4-10,2 md/dL
albimina 2 8,5 8,5 8,54 8,6 8,9 9,2
1 1,62 1,66 1,65 1,59 1.7 1,53
Magnesio 1,6-2,6 mg/dL
2 1,81 2,04 1,85 1,82 1,84 1,91
1 4,6 4,4 4,6 4,8 4,7 4,7
Fosfato 2,5-4,5 mg/dL
2 4,8 44 44 44 4,5 4,7
1 13,5
25(0H)-D 20-40 mg/mL
2 20,9
1 44
1,25(0H)-2D 20-54 mg/mL
2 22
1 329 295 292 269 21 No calc
Fosfaturia 40-136 mg/dL
2 772 882 1885 1518 2952 909
1 0,71 4,76 4,73 1,32 <03 <03
NAMPc 0,30-3,80 nmol/dL FG
2 >0,3 119,62 29,75 2,16 >0,3 <03
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de base (hipoparatiroidismo crénico bajo tratamiento
sustitutivo con PTH 1-34), al test de E-H con una dosis
de teriparatida extraida del mismo lote y pluma que el
caso objeto de la publicacién, lo cual excluye la posibi-
lidad de farmaco adulterado o inactivo.

En el desarrollo clinico de teriparatida Movymia se des-
cribié la presencia de anticuerpos antiteriparatida en 2
de los 126 individuos incluidos en el grupo de teriparati-
da Forsteo, ninguno de ellos bloqueante y no se descri-
bié desarrollo de autoanticuerpos en el grupo asignado
a teriparatida Movymia (7). Debemos destacar que los
estudios de desarrollo clinico de teriparatida Movymia
se realizaron en pacientes con osteoporosis sin hipopa-
ratiroidismo, por lo que no podemos extrapolar los re-
sultados de autoinmunidad a nuestro paciente.

Para esclarecer la naturaleza de la sustancia bloquean-
te se intentd solicitar un kit de determinacién de anti-
cuerpos antiteriparatida (no comercializado) o deter-
minaciones seriadas de PTH 1-34 en soluciones diluidas
o precipitacion en polietilenglicol para eliminar la in-
terferencia de anticuerpos bloqueantes, si bien los ac-
tuales ensayos comerciales de tercera generacién para
determinacién de PTH presentan una doble union a los
fragmentos 1-38 y 38-84, no pudiéndose llevar a cabo
estas pruebas. Aun asi, el desarrollo de autoanticuerpos
supone la principal hipotesis de la génesis del bloqueo
a la accion de teriparatida, siguiendo los modelos de
fallo primario a la respuesta a tratamientos con otras
moléculas como, por ejemplo, los farmacos biolégicos.

En conclusion, presentamos nuestro primer caso de fa-
llo primario al tratamiento sustitutivo con teriparatida
en un varén con hipoparatiroidismo créonico posqui-
rargico de larga evolucién, con respuesta compatible
a resistencia a la misma probablemente inducida por
autoanticuerpos bloqueantes frente a la teriparatida.
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Seria de interés estudiar la pérdida de efectividad del
tratamiento sustitutivo en pacientes de estas caracte-
risticas a largo plazo y esclarecer su origen, conside-
rando la determinacién de anticuerpos antiteriparati-
da en caso de pérdida de actividad.
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Resumen

La hipercalcemia severa es un trastorno hidroelectrolitico con expresion clinica variable que puede ser grave si no se toman
las medidas correctoras adecuadas. Entre las principales causas de hipercalcemia se encuentran el hiperparatiroidismo
primario y las neoplasias. Sin embargo, parece ser que estan aumentando los casos de una tercera causa de hipercalcemia
secundaria. El sindrome de calcio y alcalinos, anteriormente denominado como sindrome de leche y alcalinos, es un tras-
torno derivado de la excesiva ingesta de calcio y compuestos alcalinos que cursa con hipercalcemia, alcalosis metabolica y
fallo renal. Uno de los causantes de este sindrome es la ingesta de antiacidos de carbonato calcico para las dispepsias, que
también se utilizan (algunas veces junto con metabolitos de la vitamina D) para tratar patologias dseas o en tratamientos
médicos posquirdrgicos tras la intervencion de las glandulas tiroideas y paratiroideas.

Describimos cuatro casos de pacientes que desarrollaron este sindrome con hipercalcemia grave en el contexto del tra-
tamiento del hipoparatiroidismo posquirtirgico con el objetivo de sensibilizar a clinicos y pacientes acerca de los riesgos
potenciales de los suplementos de calcio asociados a calcitriol.
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INTRODUCCION

La hipercalcemia es un hallazgo relativamente frecuen-
te en la practica clinica diaria. Es el resultado del fra-
caso de la excrecién renal de calcio para compensar el
aumento de la entrada de calcio en la circulacion (1).
Entre las principales causas se encuentran el hiperpara-
tiroidismo primario y la hipercalcemia secundaria a un
proceso neoplasico maligno, si bien existen multiples si-
tuaciones que pueden provocar niveles elevados de cal-
cio sérico, aunque con menor frecuencia (2). Identificar
correctamente la causa de la elevacién de la calcemia es
fundamental para aplicar el tratamiento adecuado (3).

Los tratamientos con calcitriol estan indicados en pa-
cientes con osteodistrofia renal, hipoparatiroidismo
posquirurgico idiopatico (4), pseudohiparatiroidismo,
raquitismo dependiente de vitamina D (5) o resisten-
te a esta, osteomalacia y para el tratamiento prequi-
rurgico en hiperparatiroidismo primario. El carbonato
calcico esta indicado en la prevencion de la deficiencia
de calcio y como coadyuvante en el tratamiento de la
osteoporosis (6). Ambos medicamentos tienen como
reaccion adversa la hipercalcemia, muy frecuente (mas
de un caso por cada 10 pacientes tratados) en el caso
del calcitriol y poco frecuente (mas de un caso por cada
1000 pacientes tratados) para el carbonato calcico.

El sindrome de calcio y alcalinos (SCA) es el término
mas actualizado del ampliamente conocido sindrome
de leche y alcalinos. El cuadro se caracteriza por la tria-
da de hipercalcemia, alcalosis metabdlica y distintos
grados de fallo renal como consecuencia de la ingesta
de calcio junto con un alcalino absorbible (7,8).

A continuacion, se reportan cuatro casos de SCA que
presentaron hipercalcemia grave para aumentar la
conciencia entre clinicos y pacientes acerca de la no
inocuidad de los suplementos de calcio asociados a
calcitriol.

CASOS CLINICOS

PRIMER CASO CLIiNICO

Mujer de 77 afios con antecedentes de dislipemia y
cardiopatia isquémica cronica, con funcién renal con-
servada (creatinina sérica de 1,15 mg/dL), que seguia
tratamiento con enalapril, torasemida y acido acetil-
salicilico. Fue diagnosticada de hiperparatiroidismo
primario, por lo que se realizdé una paratiroidectomia
derecha. Ante la persistencia de la clinica, requirié
una nueva intervencion quirdrgica que implicé para-
tiroidectomia y hemitiroidectomia izquierda. Se ini-
cié tratamiento farmacolégico con carbonato calcico
(2 g cada 24 horas) y calcitriol (0,5 pug cada 24 horas).
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A pesar del tratamiento, la paciente presenté un cua-
dro de hipocalcemia con hiperreflexia y signo de Trous-
seu positivo que precisé de ingreso hospitalario para
reposicion electrolitica. El electrocardiograma reali-
zado al ingreso fue normal. Tras el alta, se procedio
al aumento de dosis de carbonato calcico a 5 g cada
6 horas. En un control rutinario, la paciente presen-
t6 una calcemia de 17,1 mg/dL (8,7-10,4 mg/dL) con:
calcio i6nico: 2,3 mmol/L (1-1,4 mmol/L); creatinina:
1,93 mg/dL (0,5-1,1 mg/dL); bicarbonato de 33 mmol/L
(22-28mmol/L); fosfato: 2,2 mg/dL (2,4-5,1 mg/dL); PTH
suprimida (15-65 pg/mL) y 25 hidroxivitamina D (250
HD) de 21,1 ng/mL (30-40 ng/mL). Ante estos hallaz-
gos analiticos se contacté con el médico encargado del
control de la paciente para ampliar el estudio analitico
del pH; se obtuvo un valor de 7,43 (7,32-7,42).

La paciente fue citada en el hospital y se suspendié de
manera inmediata el tratamiento con carbonato calci-
co y calcitriol. A la exploracién, la paciente se encon-
traba asintomatica, sin signos electrocardiograficos
sugestivos de complicacién por hipercalcemia, por lo
que no se le aplicaron otras medidas correctoras. En
controles posteriores, tras la retirada del calcitriol y del
carbonato célcico, la paciente mostré una progresiva
mejoria de la funcion renal y descenso de la calcemia
hasta los valores de referencia.

SEGUNDO CASO CLIiNICO

Varén de 51 aios sin antecedentes clinicos de interés
ni alteraciones analiticas a destacar en controles pre-
vios, y con una Ultima determinacién de creatinina de
1,14 mg/dL, que preciso tiroidectomia total por bocio
endotoracico. Tras una segunda intervenciéon por per-
sistencia de la clinica, inici6 tratamiento farmacolégico
con levotiroxina (125 pg cada 24 h), carbonato calcico
(4,5 g cada 24 h) y calcitriol (0,50 pg cada 24 horas). En
un control rutinario, el paciente presenté una calcemia
de 13,1 mg/dL con calcio iénico de 1,57 mmol/L; creati-
nina: 2,23 mg/dL; pH: 7,39; bicarbonato: 31,1 mmol/L,
PTH suprimida y 25° HD de 27 ng/mL.

El paciente fue citado en el hospital, donde se confir-
maron los hallazgos analiticos. A la exploracién pre-
sentaba dolor en zona lumbar, parestesias, astenia y
dolores musculares generalizados que se habian incre-
mentado en los Ultimos dias. Se suspendié el tratamien-
to farmacolégico de inmediato y se procedié al ingreso
hospitalario para tratamiento fluidoterapico (300 ml
de NaCl 0,9 % cada 24 h) con el objetivo de hidratar y
minimizar el dafio renal, y acido zoledrénico como in-
hibidor de la resorcion ésea para impedir la liberaciéon
de calcio desde el hueso (ampolla 4 mg /5 mL en infu-
sion durante 15 minutos) (9). Ante la normalizacién de
la calcemia (8,2 mg/dL), se procedio al alta hospitalaria
tras cuatro dias de ingreso. Se realizé interconsulta con
el Servicio de Nefrologia ante la persistencia de la in-
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suficiencia renal, con valores de creatinina de 1,63 mg/
dL. En una ecografia renal se detectaron calculos radio-
pacos sugestivos de oxalato calcico en ambos rifiones.
Tras la expulsién de los calculos el paciente mostré una
recuperacion completa de la funcién renal.

TERCER CASO CLIiNICO

Mujer de 58 afos diagnosticada de hiperparatiroidis-
mo primario, por lo que se le realizé una paratiroidec-
tomia izquierda. Ante la progresion de la osteoporosis
y la persistencia de la clinica, se realizé paratiroidec-
tomia total. Tras la intervencién, se pauté carbonato
calcico (3 g cada 24 horas), calcitriol (1 pg cada 24 ho-
ras), levotiroxina (50 pg cada 24 horas) y esomeprazol
(40 mg cada 24 horas). Las analiticas anteriores al epi-
sodio no mostraban signos a destacar. La tultima deter-
minacién de creatinina previa era de 1,37 mg/dL.

La paciente acudi6 al Servicio de Urgencias por un cua-
dro de malestar general, estrefiimiento y disminucion
de la diuresis de varios dias de evoluciéon, junto con
ndauseas, vomitos y debilidad generalizada. En la ana-
litica realizada se objetivd una creatinina de 2,73 mg/
dL, calcemia de 17,3 mg/dL con calcio i6nico de
2,08 mmol/L, PTH suprimida, pH de 7,40, bicarbonato
de 33,1 mmol/Ly TSH de 1,05 pg/mL (0,27-5,0 pg/mL).

Ante los resultados la paciente ingresé con el diagnésti-
co de insuficiencia renal e hipercalcemia. Se pauté flui-
doterapia intravenosa (300 ml de NaCl 0,9 % cada 24 h)
para conservar la funcién renal y disminuir la calcemia,
metilprednisolona (40 mg cada 12 horas en dilucion in-
termitente) junto con la retirada inmediata de carbona-
to célcico y calcitriol. Después de tres dias de ingreso, se
normalizé la calcemia (9,8 mg/dL) y la creatinina mejoré
discretamente (2,17 mg/dL). Se procedié al alta hospita-
laria, con control posterior en Atencion Primaria.

CUARTO CASO CLIiNICO

Mujer de 63 afios con dislipemia y depresion tratadas
con atorvastatina y fluoxetina como antecedentes cli-
nicos de interés. Ademas, afios atras se le habia reali-
zado una tiroidectomia total, que fue tratada para el
hipotiroidismo posquirurgico con levotiroxina (100 pg
cada 24 horas), carbonato calcico (2 g cada 12 horas) y
calcitriol (0,5 pg cada 12 horas). Ingresé en el servicio
de urgencias con clinica de mareos, debilidad y vomi-
tos, a lo que se afiadio, tras la primera exploraciéon, una
tensién arterial de 164/90 mmHg. Las analiticas previas
no mostraban alteraciones de interés y tanto la fun-
cién renal como el calcio estaban en rango de norma-
lidad unos meses antes durante una analitica de rutina
(creatinina de 0,9 mg/dL y calcio total de 10,4 mg/dL).

S. GORRIZ PINTADO ET AL.

La analitica mostré un calcio total de 19 mg/dL, un cal-
cio iénico de 2,08 mmol/L, bicarbonatode 31,8 mmol/L,
un pH de 7,45, PTH suprimida y creatinina de 1,31 mg/
dL, lo que ofrece un juicio diagnéstico de hipercalce-
mia secundaria grave. Se procede a tratamiento con
fluidos, metilprednisolona (40 mg cada 24 horas en di-
lucién intermitente) y acido zoledrénico intravenoso
(4 mg /100 ml durante 15 minutos).

La paciente queda ingresada. De inmediato se le privo
del carbonato célcico y del calcitriol. Se monitorizaron
los niveles de calcio, que llegaron a alcanzar valores
tras dos dias de ingreso hospitalario de 11,4 mg/dL y
un pH de 7,52. La paciente continué ingresada y al
cuarto dia de ingreso se objetivaron valores de calcio
de 10,0 mg/dL y un pH de 7,42. Al alta se pauté ana-
litica de seguimiento a los dos meses y se recomen-
do reinstaurar el tratamiento de carbonato de calcio
y calcitriol, reduciendo la dosis respecto a la pautada
anteriormente a 500 mg cada 12 horas y 0,5 pg al dia,
respectivamente.

DISCUSION

Desde la introduccion de los farmacos inhibidores de la
bomba de protones en el tratamiento de la dispepsia,
el SCA paso a considerarse una causa poco frecuente
de hipercalcemia (< 1 % de los casos) (10). Sin embar-
go, numerosos autores sugieren que estad producién-
dose un aumento en la incidencia de este sindrome.
En las ultimas series estudiadas, es el causante de mas
del 12 % de los casos de hipercalcemia. Estos datos si-
tuarian al SCA como la tercera causa de hipercalcemia
(7) y la segunda causa de hipercalcemia severa (7,8).
Esta situacion puede explicarse debido al aumento de
la prescripciéon de suplementos de calcio considerados
como seguros en diversas patologias, como el hipopa-
ratiroidismo, o en procesos fisiolégicos como la meno-
pausia (8-11). Sin embargo, en los casos que presenta-
mos se pone de manifiesto que estos farmacos pueden
dar lugar a hipercalcemias graves cuando se consumen
de manera prolongada.

Todos nuestros pacientes habian sido previamente
intervenidos quirdrgicamente, lo que les generaba
un estatus de hipoparatiroidismo posquirirgico con
niveles de PTH suprimidos. Estaban en tratamiento
con carbonato cdlcico, que, ademas de suponer un
aporte de calcio que contribuye per se a la hipercalce-
mia, incorpora el componente alcalino imprescindible
para el desarrollo del sindrome. Esto se debe a que
los componentes del carbonato célcico contribuyen al
aumento de bicarbonato plasmatico, lo que disminuye
su excrecion renal (12). Ninguno de los pacientes reci-
bia previamente otros tratamientos que pudieran ser
causa de hipercalcemia, como, por ejemplo, diuréticos
tiazidicos, asi que la Unica causa yatrogénica plausible
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se debe al calcitriol y al carbonato calcico. La alcalosis
metabdlica también aumentaria la reabsorciéon de cal-
cio a nivel tubular. Ademas, el hecho de que recibiesen
suplementos de metabolitos de vitamina D (calcitriol)
con efectos en la resorcion 6sea, en la absorcion y re-
absorcion de calcio a nivel intestinal y renal, respecti-
vamente, y secrecion de PTH (13), provocé un efecto
sinérgico hipercalcemiante, lo que contribuye a la ins-
tauracion del cuadro clinico (14,15). En la ficha técnica
del calcitriol se recomienda monitorizar los niveles de
calcio al menos dos veces por semana al instaurar el
tratamiento y, una vez ajustada la dosis 6ptima, la cal-
cemia se controlara mensualmente.

El tratamiento de urgencia de la hipercalcemia pro-
vocada por el SCA reside en la retirada del carbonato
calcico y del calcitriol, y si procede, fluidoterapia, acido
zoledrénico y metilprednisolona, esta ultima utilizada
en situaciones concretas en el tratamiento de primera
linea para la hipercalcemia causada por calcitriol.

Aunque el mecanismo fisiopatoldgico del SCA no se
encuentra todavia claramente dilucidado, podemos
decir que el desencadenante es la hipercalcemia pro-
vocada por el descontrol entre el aumento de la ab-
sorcién intestinal de calcio y la capacidad de excrecion
del rindn (12). Esta hipercalcemia aumenta de forma
indirecta la reabsorcion de bicarbonato en el rifién, lo
que provoca la alcalosis.

El SCA esta convirtiéndose en un importante problema
de salud publica debido al aumento creciente del nu-
mero de casos descritos. Asi pues, los clinicos deben te-
ner en cuenta esta entidad, especialmente en aquellos
pacientes que reciban suplementos de calcio mas un
metabolito de la vitamina D de forma continuada, ya
que presentan mayor riesgo. Ademas, es recomenda-
ble mantener un estrecho control en este grupo tanto
de la funcién renal como del pH para poder realizar un
diagnostico precoz y evitar posibles complicaciones.
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