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EDITORIAL / Editorial

DNI ÓSEO:
CUANDO LOS HUESOS HABLAN

María Belén Rauschemberger*

Cátedra de Bioquímica Clínica II, Departamento de Biología, Bioquímica y Farmacia. Universidad
Nacional del Sur. INBIOSUR (CONICET-UNS). Bahía Blanca, Buenos Aires, Argentina.

Ante la pregunta: ¿Qué función cumplen nuestro esqueleto, nuestros huesos?, probablemente,
las primeras respuestas que surgen sean sostén mecánico, mantenimiento postural, contención
y protección de órganos, metabolismo mineral, hematopoyesis, entre otras. Pero sumado a estas
múltiples funciones, ¿nos hemos puesto a pensar que nuestros huesos también nos identifican?

La antropología (del griego ánthropos, “hombre”, y logos, “conocimiento”) es la ciencia que
estudia al ser humano de una forma integral, teniendo en cuenta sus características tanto físicas
como culturales. En particular, los antropólogos forenses suelen especializarse inicialmente en an-
tropología física, biología, anatomía, odontología u osteología humanas. Su principal labor está
relacionada principalmente con la recuperación, descripción e identificación de restos esqueléticos
humanos. Los objetos de estudio pueden ser casos individuales, desastres colectivos, restos his-
tóricos o de individuos desconocidos que pueden presentarse en distintos estados de conserva-
ción (restos de cremación, fragmentados o desarticulados con diferentes grados de descompo-
sición). La antigüedad de las muestras analizadas puede abarcar un amplio rango, desde restos
de poblaciones arcaicas hasta de homicidios recientes.1-3 La investigación antropológica suele
solaparse con la actuación del investigador criminal y del médico forense debido a la similitud en
los objetivos perseguidos, como la identificación de los restos hallados, la causa y forma de
muerte, la estimación del momento del suceso y/o la captación de toda evidencia física que con-
tribuya a obtener la mayor información posible ya sea con fines científicos o médico-legales.

Entre los interrogantes básicos que surgen cabe mencionar: ¿son restos humanos?, ¿perte-
necen a un solo individuo o a varios?, ¿qué aspecto tenía el individuo?, ¿se pueden inferir sexo,
edad, raza, talla, lateralidad funcional: derecha/izquierda?, ¿de quién se trata?, ¿presenta rasgos
esqueléticos o anomalías que puedan orientar en la identificación?

Ante todos estos interrogantes es inevitable orientar nuestra atención hacia los múltiples mé-
todos y equipamiento con que en la actualidad se cuenta para resolver estas "incógnitas óseas",
y resulta interesante distinguirlos con algunos ejemplos.
El 17 de julio del corriente año, 2018, se cumplieron 100 años de uno de los mayores misterios
del siglo XX, el destino de la familia Romanov. Tras abdicar, Nicolás II, último zar de Rusia, se exi-
lió en la ciudad de Ekaterimburgo junto a su esposa, Alexandra, y sus cinco hijos. La familia real
rusa, junto con cuatro miembros leales de su personal (el médico, un ayudante del zar, su sirvienta
y su cocinero) estuvo cautiva hasta que, en la madrugada del 17 de julio de 1918, todos fueron
ejecutados por un pelotón de fusilamiento. En 1991 se informó oficialmente el descubrimiento de
una fosa común con varios restos óseos. Ante la sospecha de que podía tratarse de la familia real
se inician los estudios pertinentes sobre los restos hallados. Se comienza con la reconstrucción an-
tropológica observándose que las piezas óseas halladas estaban rotas y tenían marcas de bayone-
tazos. Los restos se clasificaron por sexo, edad y sobre posición fotográfica, lo que evidenció la
presencia de 9 esqueletos. Durante la década del 90 comienzan a tomar relevancia los estudios de
marcadores genéticos con fines de identificación de individuos y establecimiento de vínculo biológico.
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A partir de ADN nuclear obtenido de muestras de huesos de los 9 esqueletos hallados se realizan
estudios de marcadores autosómicos.

Los resultados indican la presencia de 2 progenitores, 3 hijas y 4 individuos sin relación de
parentesco entre sí. Un nuevo interrogante surgía: ¿Cómo saber si se trataba de miembros de la
familia real rusa? Y en caso afirmativo: ¿Qué había sucedido con los dos miembros restantes?

Pues bien, la primera pregunta pudo resolverse con estudios de ADN mitocondrial (herencia
materna) y STR-Y (herencia paterna) en muestras de descendientes vivos y restos exhumados
de familiares de la Pareja Real. Los resultados fueron concluyentes, se trataba del zar, la zarina
y 3 de sus hijas. Hasta ese momento, solo parte del misterio había sido develado. En el verano
de 2007, 44 fragmentos óseos y dientes fueron hallados en una fosa ubicada a tan solo 70 m de
la descripta originalmente. Se trataba de huesos correspondientes a dos esqueletos, una mujer
de entre 15 y 19 años y un varón de entre 12 y 15 años. El análisis de 14C indicó una data de al
menos 60 años en el lugar. El estudio de piezas dentales arrojó como resultado la presencia de
3 amalgamas de plata dando indicio del estatus aristocrático de las víctimas. Los estudios se
complementaron con los análisis genéticos comparativos realizados con los miembros de la fa-
milia del zar encontrados en la primera fosa; esto permitió establecer vínculo biológico positivo y
arribar a la conclusión de que toda la familia Romanov había sido ejecutada.4,5

A la valiosa información que brindan los estudios antropológicos y genéticos, el diagnóstico por
imágenes se suma a la tarea de develar las incógnitas que los distintos casos ofrecen. En 1999,
en la cima del volcán Llullaillaco (6739 m sobre el nivel del mar), en el noroeste de la Argentina,
se descubrieron tres cuerpos, sepultados dentro de un santuario, lo que constituye el mejor con-
junto de momias, conservadas naturalmente, halladas en todo el mundo6. "La Doncella", de 13
años de edad, "El Niño" de entre 4 y 5 años y "La Niña del Rayo" de similar edad brindaron opor-
tunidades analíticas inusuales y valiosas. Para abordar el análisis de la práctica inca de sacrificio
de niños, conocido como "capacocha", la tomografía computarizada (TC) y la radiología formaron
parte de las técnicas científicas no invasivas o mínimamente destructivas empleadas. Los datos
segmentados de tomografías computarizadas mostraron que "La Doncella" estaba sentada con
las piernas cruzadas, la cabeza inclinada hacia adelante y los brazos descansando libremente
sobre su regazo sugiriendo su colocación allí en estado de alta sedación. La evidencia radiológica
indica que sus huesos estaban intactos, y mostró además alimentos dentro del tracto gastrointes-
tinal y un "acullico" (bolo de hojas de coca) entre sus dientes. Los más pequeños estaban radio-
lógicamente en igualdad de condiciones, lo que indica que los niños se han mantenido sin signos
de violencia y degradación desde su muerte.7

La reconstrucción tridimensional de rostros a partir de cráneos y la información sobre la alimen-
tación o las regiones habitadas por individuos mediante estudios con radioisótopo también avalan
la utilidad de los huesos en la identificación de individuos, hábitos de vida, origen racial, entre
otros aspectos.8-10 Nuestros huesos constituyen un sustrato relevante en investigación forense
pues brindan información externa como dimensiones acordes con el sexo y edad, marcas de frac-
turas, rasgos asociados a origen racial, entre otros. En su interior, guardan de manera celosa la
molécula responsable de la herencia humana, el ADN, al que protege de ambientes adversos y
del paso del tiempo. Por su resistencia, los huesos son los principales órganos que, de manera
natural, nos permiten trascender, por más tiempo, más allá de nuestra existencia... hablan por
nosotros, constituyendo una especie de DNI óseo que nos hace únicos.
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Abstract
Zoledronic acid (ZA) is an antiresorptive drug

used in children with bone diseases like osteo-
genesis imperfecta, juvenil osteoporosis, fibrous
dysplasia and primary bone tumors. The aim of
the present study was to evaluate the effects of
ZA dose accumulation on growing bone during
different periods of treatment in normal rats.
Methods: A 4x2 factorial design was used
to study the effect of the dose of ZA
(D: 0-2.5-12.5-25 µg Z/kg body weight/s.c.
weekly) and the length of treatment (T: 15-30
days) in normal female Sprague Dawley rats.
Bone morphometric, histomorphometric,
densitometric and biomechanical studies were
performed.
Results: Femoral length and cross-sectional
area were affected by both D and T. A signifi-
cant interaction between D and T was observed
in length with a lower value at higher dose and
30 days of treatment. Growth plate of the tibia
showed a decrease in total thickness with D
and T. Histomorphometric and connectivity pa-
rameters of trabecular bone were significantly
increased with D and several parameters were
also affected by T. Cortical bone strength was
increased only with T. Biomechanical parame-
ters of trabecular bone showed significant inter-
action with greater effect at higher D and T.
Conclusion: Even though a mild negative
effect of the highest dose of ZA on linear and
appositional growth was observed, the other
bone parameters evaluated were improved. A
careful risk/benefit analysis would lead us to
conclude that the mild deleterious effects of ZA
during growth are outweighed by the benefit
obtained with treatment.
Key words: bone growth, bone diseases, bone
strength, cartilage growth, zoledronic acid.

Resumen
EFECTO DEL ACIDO ZOLEDRÓNICO EN EL
HUESO DE RATAS EN CRECIMIENTO

El ácido zoledrónico (AZ) es un fármaco
antirresortivo utilizado en niños con enferme-
dades óseas como osteogénesis imperfecta,
osteoporosis juvenil, displasia fibrosa y tumores
óseos primarios. El objetivo del presente estu-
dio fue evaluar los efectos de las dosis acumu-
ladas de AZ en el hueso en crecimiento de
ratas hembras normales durante diferentes
períodos de tratamiento.
Métodos: se utilizó un diseño factorial de 4x2
para estudiar el efecto de la dosis de AZ
(D: 0-2,5-12,5-25 μg Z / kg de peso corporal /sc
semanalmente) y el período de tratamiento
(T: 15-30 días) en ratas Sprague Dawley. Se
realizaron estudios óseos morfométricos, histo-
morfométricos, densitométricos y biomecánicos.
Resultados: la longitud y el área de sección
transversal del fémur se vieron afectadas tanto
por D como por T. Se observó una interacción
significativa entre D y T en la longitud obtenién-
dose un valor más bajo a la dosis más alta y a
30 días de tratamiento. El cartílago de creci-
miento de la tibia mostró una disminución en el
espesor total con D y T. Los parámetros histo-
morfométricos y de conectividad del hueso
trabecular aumentaron significativamente con
D y varios parámetros también se vieron afec-
tados por T. La fortaleza ósea cortical aumentó
solo con T. Los parámetros biomecánicos del
hueso trabecular mostraron una interacción
significativa con un mayor efecto a mayor D y T.
Conclusión: a pesar que se observó un leve
efecto negativo de la dosis más alta de AZ
sobre el crecimiento lineal y aposicional,
el resto de los parámetros óseos evaluados
mejoraron. Un análisis cuidadoso del riesgo /
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beneficio permite concluir que los efectos
negativos leves del AZ durante el crecimiento
son superados por el beneficio obtenido con el
tratamiento.

Palabras clave: crecimiento óseo, enfermeda-
des óseas, fortaleza ósea, cartílago de creci-
miento, ácido zoledrónico.

Introduction
Bisphosphonates (BP) are antiresorptive

drugs widely used in clinical practice for the
treatment of bone diseases associated with high
bone turnover in adults1,2. BP are structural
analogs of pyrophosphate that bind to bone
mineral and inhibit bone resorption by acting on
osteoclasts3 and also show positive effects on
the viability of osteoblasts and osteocytes4. They
are increasingly used in pediatric patients with
osteogenesis imperfecta, juvenile osteoporosis,
fibrous dysplasia and primary bone tumors5-7.
Although they have been an effective option for
childhood bone diseases, as they showed
decrease in pain and fractures, their use in
children and adolescents continues to be
controversial. The most used BP in children is
pamidronate but zoledronic acid (ZA) is being
increasingly used because of its higher antire-
sorptive potency and reduced frequency of
administration8. Moreover, ZA has several antitu-
mor effects on various tissues and prevents
skeletal complications in different tumors9. It is
used with the usual chemotherapy in the treat-
ment of primary tumors, like osteosarcoma and
Ewing´s sarcoma, in children and adolescents10.
However, the information about safety and effi-
cacy of ZA in young patients is limited and there
are few published data about long-term use11-13.

Experimental studies have suggested that
BP administration may result in changes in the
growing skeleton. A study carried out on healthy
rats showed that alendronate causes a signifi-
cant decrease in femoral and tibial length, tibial
growth plate thickness, and longitudinal growth
of hemi-mandibles14. Also, alendronate pre-
vents the removal of calcified cartilage and ma-
turation of trabeculae15. Experiments in rabbits
treated with ZA showed bone resorption altera-
tions associated with cartilage matrix retention
and a decrease in tibial length16. Moreover, ZA
has been found to induce marked osteosclero-
sis in primary and secondary spongiosa in a
murine model of metastatic tumor, which gene-
rates a bone growth arrest during treatment17.
Pre-clinical observations are consistent with the
case of a patient who showed growth arrest for
10 months during treatment with ZA with normal
gain in size once the treatment had ended18.

Munns et al showed that bone formation rate
per bone surface of children with osteogenesis
imperfecta treated with pamidronate, was only
17% that of untreated osteogenesis imperfecta
patients and 25% of healthy controls19. Furhter,
endochondral growth was transiently disturbed
by high doses of ZA under primary bone tumors
treatment in pediatric patients18. However, it
was found that ZA decreased the number of
bone fractures and pain in children with osteo-
genesis imperfecta and osteoporosis, and
improved their functional status20.21. In addition,
ZA showed higher Z-scores for areal bone
mineral density (BMD) in lumbar spine and
vertebral reshaping in children with severe
osteogenesis imperfecta, but long-bones
fracture rates were still high22. Moreover, a
recent study showed an increase in lumbar
spine areal BMD and a higher final height
z-score in patients with osteogenesis imperfect
after BP treatment during growth13.

In summary, the data reported suggested
that BP may have a negative impact on bone
growth. As bone fragility in pediatric patients is
different from adults, making difficult the data
extrapolation, the clinical use of BP should be
carefully evaluated. Studies with antiresorptive
agents as BP in children are insufficient to
address all the concerns about its efficacy and
safety. There is not even a consensus on which
BP, dose, and treatment duration to use,
although experts recommend their limited use
for bone diseases8,9. Thus, the aim of the
present study was to evaluate the effects of ZA
dose accumulation on growing bone during
different periods of treatment in normal rats.

Materials and methods
Animals
Twenty-one day old female Sprague Dawley

rats (n=24) provided by the School of Medicine,
Rosario National University (Argentina) were
used. Rats were housed in a room with 12-h
light and dark cycles, and constant temperature
of 24±1ºC. All the experiments were conducted
in accordance with international guidelines for
animal care23 and have been approved by the
Bioethics Committee of our Institution.
A 4x2 factorial arrangement consisting of two
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factors (ZA dose [D] and length of treatment [T])
and its respective levels [D:0, 2.5, 12.5 y
25 µg/kg body weight, subcutaneously once
a week and T: 15 y 30 days] was performed.
Animals were randomly assigned into 8 groups
(each containing 3 animals). The period of
treatment factor had implicit the cumulative
dose of ZA and the animal growth. At the end of
each period of treatment, rats were euthanized
in a CO2 chamber and tibias and femurs were
obtained.

Bone mineral density
At the end of experiment, total BMD (mg

Ca/cm2) was determined on left tibias using
X-ray absorptiometry (Work Ray 70 KV, Work-
man SRL, Argentina) simultaneously with an
aluminum step wedge, which was previously
calibrated with known calcium concentrations24.
The total BMD was calculated using Image J
1.48 software (NIH, Maryland, USA).

Bone histomorphometry
The proximal epiphysis of the right tibias

were fixed in 10% phosphate buffered formal-
dehyde and decalcified in 10% EDTA before
embedded in paraffin. Five-μm longitudinal sec-
tions were stained with hematoxylin and eosin
and 3 sections per rat were examined. Digitali-
zed images were obtained with a light micros-
cope (Mikoba 320, China) and a digital camera
(Olympus SP-350, China). Analyses were per-
formed in a 2 mm2 area at 1 mm from growth
plate-metaphyseal junction. The following mea-
surements were performed25: 1) total tissue vo-
lume, TV (μm2); 2) trabecular bone volume, BV
(μm2); and 3) trabecular bone surface, BS (μm).
With these values, histomorphometrical varia-
bles were calculated: 1) bone volume, BV/TV
(%) = [BV*100/TV]; 2) trabecular thickness,
Tb.Th (μm) = [2/(BS/BV)]; 3) trabecular
number, Tb.N (1/mm) = [(BV/TV)/(Tb.Th)];
and 4) trabecular separation, Tb.Sp (μm) =
[(1/Tb.N)-Tb.Th]. On the same sections, growth
plate thickness (GPC.Th, µm), hypertrophic
cartilage thickness (HpZ.Th) and resting and
proliferative cartilage thickness (R&PZ.Th) were
measured on digital images. Measurements
were performed at three location (25, 50 and
75 % of cartilage width) within the growth plate
(3 measurements per location, see figure 1)26. All
the measurements were carried out by the same
operator in a blind fashion using the software
Image J 1.48 and they were averaged to obtain
a single value per tibia.

The analysis of trabecular interconnectivity
was performed as previously published24,27,

and the following parameters were measured
using ImageJ 1.48 software: total number of
nodes (Nd), number of node-to-node branches
(NNd), number of node-to-termini branches
(NNdTm), number of trees (T.N), number of
terminals (Tm), and number of branches with
two terminals (NTm). With these parameters,
we calculate the interconnectivity parameters:
interconnectivity index [ICI = Nd*NNd) / T.N*
(NNdTm+1)]; node-to-termini ratio [R= Nd/Tm]
and mean size of branches [Dist (mm) = ∑
branches size / (NNdTm+NNd+NTm)].

Bone measurements
Longitudinal growth was assessed by measu-

ring the femoral and tibia length using a digital
caliper (accurate ±0.01 mm). In order to assess
bone appositional growth, cross sections -500
μm in thickness- of right femoral diaphyses
were cut with a low speed saw (IsoMet. Buehler
Ltd. Illinois, USA). A digital image was obtained
at 40x magnification and the following measure-
ments were performed using Image J 1.48
software: 1) cross-sectional area (CS.Ar: the
area of bone tissue bounded by the periosteal
surface, mm2), 2) medullary area (Me.Ar: the
area delineated by the endocortical surface,
mm2), 3) Cortical width (Ct.W, mm) and 4)
Cross sectional moment of inertia (CSMI, mm4)
was calculated as ([periosteal diameter/2]4 –
[medullary diameter/2]4) * π/6424.

Mechanical testing
Femurs were stored at -20 ºC wrapped in

saline-soaked gauze. For mechanical testing,
they were thawed at 37°C. Cortical bone
strength at the femoral mid-diaphysis was deter-
mined using a three-point bending test and
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Figure 1. Scheme of measurement sites on cartilage.
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trabecular bone strength was evaluated by a
compression test on a 2.5-mm thickness
transversal section from distal epiphysis28,29.
Mechanical testing was performed on a machine
designed at the engineering department of the
Bone Biology Laboratory, with a 300 N load cell
with 0.01 N of discrimination and an accuracy of
10 µm in displacements. The two-bar distance
for the three-point bending test was 12 mm at
T15 and 13 mm at T30. The compression test
was performed with a compression cone of 7.07
mm2 and a speed of 0.01 mm/s was used for
both tests. Load vs. displacement plots were
recorded by a software (Biomedical Data
Acquisition Suite 1.0, Argentina, 2011) to deter-
mine bone structural properties. The software
data acquisition rate was 10 Hz. Ultimate load
(N) was defined as the highest load and the
fracture load (N) was recorded just before the
first decline in load. The stiffness (N/mm) was
determined as the slope of the linear portion of
the load vs. displacement curve. Absorbed
energy (mJ) was defined as the area under the
curve until the fracture load point.

Statistical analysis
Data were expressed as mean ± SD. Two-

way analysis of variance (ANOVA) was perfor-
med with D of ZA and T as analyzed factors.
The multiple comparison Bonferroni post-test
was performed if significant interaction was
found. If there was no interaction between
variables, it was indicated only if there was
D or T effect. Differences were considered
significant if p<0.05. Statistical analyses were
performed using the software R 2.14.0.

Results
Bone and growth plate growth
Femoral length was affected by both D and T.

As expected, a significant increase in femoral
length was observed at 30 days compare to 15
days at all doses. However, a significant inter-
action between D and T was observed and after
30 days of treatment, femur length was lower at
D25 than D0, D2.5 and D12.5. In addition, tibial
length and most cartilage parameters were sig-
nificantly affected by both D and T (Figure 2).
Although no interaction between D and T was
found, tibial length and GPC.Th showed lower
values at D25 than D0, D2.5 and D12.5 after 30
days of treatment. Moreover, GPC.Th showed
the lowest value at D25 also after 15 days of
treatment. The R&PZ.Th and HpZ.Th was
affected by D and T in a similar way as GPC
(data not shown).

INSERTAR FIGURE2

Table1 shows that all parameters that
evaluate appositional growth were affected by
the period of treatment. Moreover, the D also
affected CS. Ar, Me.Ar and Ct.W. Interaction
between D and T was observed only for Me.
Ar where lower values were found at the
highest dose in both periods of treatment. Even
though there was no significant interaction
between D and T in CS.Ar lower values were
also observed at D25. However, the Ct.W was
not negatively affected since higher values
were found at all ZA doses than D0 at both
period of treatment.
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Figure 2. Effects of ZA dose accumulation on bone and
growth plate growth. All parameters were significantly
affected by the period of treatment. Two-way ANOVA,
p<0.05.Values bearing different letters between bars are
significantly different (Bonferroni post-test, showed in
case of interaction only).
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Two-way ANOVA, Bonferroni post-test (for interaction only). Values bearing different letters between columns are
significantly different (p<0.05). Abbreviation = D: ZA doses; T: period of treatment; D-T: dose and time interaction;
CS.Ar: cross-sectional area; Me.Ar: medullary area; Ct.W: Cortical width.

Table 1. Morphometric parameters

Period of
treatment

Dose

CS.Ar (mm2)
Me.Ar (mm2)
Ct.W (mm)

BMD measurement
Radiographs showed the characteristic

radiodense lines in the metaphyses of ZA
treated rats that corresponded to the number of
administered doses (2 or 4). BMD was only
affected by T (Two-way ANOVA, p<0.05) and
no interaction between D and T was observed
(T15 days:D0=10.34±3.67 mg Ca/cm2,
D2 .5=7 .84±2 .97 , D12 .5=11 .56±2 .39 ,

D25=11.10±2.88; T30 days: D0=14.31±2.14,
D2.5=15.02±2.54, D12.5=16.93±5.26,
D25=17.89±4.15).

Bone histomorphometry
D but not T had effect on most histomorpho-

metric parameters (Table 2). A significant effect
of T was found only on Tb.N. The higher BV/TV
in D12.5 and D25 after 15 and 30 days of
treatment was due to an increased in Tb.Th and
Tb.N.

Figure 3. Representative images (40x) of trabecular bone of tibiae showing the effect of dose at 30 days of treatment.
A: D0, B: D2.5, C: D12.5 and D: D25.

15 days 30 days Two-way ANOVA

0 2.5 12.5 25 0 2.5 12.5 25 D T D-T

5.61±0.59 5.07±0.57 5.34±0.50 4.94±0.42 7.47±1.52 7.53±0.64 7.63±0.36 6.65±0.44 p<0.05 p<0.05 ns
2.87±0.47a 2.26±0.23bc 2.39±0.25bc 2.07±0.18c 2.70±0.47ab 2.98±0.49a 2.93±0.25a 2.39±0.25c p<0.05 p<0.05 p<0.05
0.61±0.10 0.62±0.14 0.80±0.21 0.68±0.08 1.00±0.15 1.05±0.23 1.17±0.16 1.15±0.25 p<0.05 p<0.05 ns



15 days 30 days Two-way ANOVA

0 2.5 12.5 25 0 2.5 12.5 25 D T D-T

29.02±11.68 30.96±9.63 41.08±0.65 49.90±9.48 31.36±7.10 39.20±6.27 50.20±7.41 50.14±1.98 p<0.05 ns ns

36.50±8.02 35.50±5.99 44.80±6.33 47.30±9.11 37.30±1.85 39.40±1.17 43.00±2.65 44.00±6.03 p<0.05 ns ns

7.81±1.44 8.63±1.40 9.26±1.16 10.57±0.56 8.43±1.94 9.90±1.57 11.69±1.51 11.49±1.05 p<0.05 p<0.05 ns

94.90±29.30 82.80±25.30 64.10±7.39 47.40±9.37 85.20±24.7 65.30±21.4 43.60±12.4 43.70±2.10 p<0.05 ns ns

Period of
treatment

Dose

BV/TV (%)

Tb.Th (um)

Tb.N (mm-1)

Tb.Sp (um)
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Two-way ANOVA. Abbreviation = D: ZA doses; T: period of treatment; D-T: dose and time interaction; BV/TV: bone
volume; Tb.Th: trabecular thickness; Tb.N: trabecular number; Tb.Sp: trabecular separation

Table 2. Bone histomorphometry measurements

15 days 30 days Two-way ANOVA

0 2.5 12.5 25 0 2.5 12.5 25 D T D-T

0.35±0.11 0.63±0.40 0.41±0.01 1.05±0.06 0.59±0.39 0.78±0.28 1.64±0.51 2.70±1.18 p<0.05 p<0.05 ns

0.31±0.09 0.40±0.11 0.36±0.07 0.58±0.01 0.34±0.07 0.54±0.13 0.61±0.11 0.72±0.13 p<0.05 p<0.05 ns

0.13±0.05 0.15±0.01 0.22±0.01 0.20±0.04 0.14±0.01 0.17±0.01 0.18±0.01 0.17±0.02 p<0.05 ns ns

17.5±8.85 6.33±1.15 6.25±6.01 4.00±3.61 16.8±2.47 9.50±6.06 6.67±0.76 5.67±3.51 p<0.05 ns ns

Period of
treatment

Dose

ICI

R

Dist (mm)

NTm

Two-way ANOVA. Abbreviation = D: ZA doses; T: period of treatment; D-T: dose and time interaction; ICI: intercon-
nectivity index; R: node-to-termini ratio; Dist: mean size of branches; NTm: number of branches with two terminals.

Table 3. Trabecular connectivity assessment

Connectivity parameters were affected by D
and T except for Dist which only was affect by
the D (Table 3). Despite no interaction between
both factors, higher ICI and R values were
found in groups with D12.5 and D25 after 15
and 30 days of treatment showing an increase
in trabecular connectivity. Moreover, the NTm
parameter, which provides information about
loss of connectivity in the bone architecture,
was decreased in all groups treated with ZA
independently of the length of treatment.

Mechanical testing
Biomechanical parameters of cortical bone,

analyzed with three-point bending test and the
CSMI were affected only by length of treatment
(Table 4), except for absorbed energy, which
was affected by both factors. On the other
hand, trabecular biomechanical parameters
such as fracture load and stiffness were affec-
ted by the D and T. Also, significant interaction
between D and T was observed, with higher
values in fracture load and stiffness at all ZA
doses compared with D0 after 30 days of

treatment. No effect on the absorbed energy
was found in the compression test (Table 4).

Discussion
The use of BP in children and adolescents

with bone diseases is increasing since they
have provided significant clinical improvements
such as decreased of pain, lower incidence of
fractures, and better mobility5,6,13,20. However,
their use in childhood is still controversial
because there are very few preclinical experi-
ments and clinical trials30. Despite the pamidro-
nate intravenous infusion is being the most
used treatment in children and adolescents
with bone diseases, ZA is being used more
frequently because of its higher potency and
reduced frequency of infusion. However, the ZA
efficacy and safety have not been thoroughly
evaluated31, raising concerns on whether the
drug may interfere with normal bone growth18,32.

Here, we investigate the effects of ZA on
bone properties in growing female normal rats
using increasing doses, equivalent to different
therapeutic situations in humans18,30,33 after two
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periods of treatment in order to analyze the
effect of dose accumulation. In spite of the
increasing cumulative dose of ZA, all bone
parameters were improved according to the
expected growth through the experiment.
However, linear and appositional growth were
negatively affected under the treatment with the
highest cumulative dose of ZA. Femoral and
tibial length were lower at D25 compared to D0,
D2.5 and D12.5 after 30 days of treatment, an
effect that was not found after 15 days of treat-
ment indicating that the cumulative dose of ZA
could affect bone growth. On the other hand,
GPC.Th was affected by the highest ZA dose
from 15 days of treatment. These early effects
on the growth plate could explain the ZA effect
on femur and tibia growth after 30 days of
treatment. These findings are consistent with
previous studies. Thus, Oyhanart et al showed
that alendronate interferes with long-bone and
mandibular growth14. In addition, a study in mice
with osteosarcoma treated with ZA showed a
decrease in tibial length18. Moreover, a decrease
in tibial longitudinal growth rate was observed
after pamidronate or ZA administration in
growing rats34. The effect on longitudinal growth
might be due to the ZA action on osteoclasts
since they play an important role in the process
of endochondral ossification.

Nevertheless, studies in pediatric patients
with osteoporosis treated with ZA showed that
longitudinal growth was unaffected during
treatment33,21. This is consistent with our results
because at low doses -similar to those used for
osteoporosis- no longitudinal growth alteration
was observed, independently of the length of
treatment evaluated in this study. However, the
effect of BP on bone length might depend on
type, dose, and frequency of BP and age or
medical history of the patient and the possibility
of a decrease in children height should be
considered and monitored.9

Linear growth has been a concern in pedia-
trics patients treated with BP, but the apposi-
tional growth has received less attention,
although it is important for the development of
the skeleton, being one of the determinants of
bone strength35. During bone growth, bone
formation is uncoupled to resorption to shape
the bone through modeling. Consistent with this
action of osteoclasts, it has been observed in
patients with osteogenesis imperfecta treated
with pamidronate that this drug interferes with
periosteal resorption, process that is normally
responsible for the shape of the distal femoral
metaphysis36. Also BP inhibit endosteal resorp-
tion but not periosteal apposition resulting in an
increased cortical thickness and a higher

Period of
treatment

Dose

Fracture
load (N)
Ultimate
load (N)
Stiffness
(N/mm)

Absorbed
energy (mJ)

CSMI (mm4)

Fracture
load (N)
Stiffness
(N/mm)

Absorbed
energy (mJ)

Two-way ANOVA, Bonferroni post-test (for interaction only). Values bearing different letters between columns are
significantly different (p<0.05). Abbreviation = D: ZA doses; T: period of treatment; D-T: dose and time interaction.

Table 4. Mechanical testing

15 days 30 days Two-way ANOVA

0 2.5 12.5 25 0 2.5 12.5 25 D T D-T
Three-point bending test

32.87±3.55 34.34±5.38 34.85±3.29 35.97±1.70 57.18±5.49 56.00±13.89 64.17±6.93 64.39±10.37 ns p<0.05 ns

37.24±2.68 37.73±2.06 38.64±3.64 37.49±1.70 59.70±6.45 62.94±5.33 65.85±5.34 66.45±10.89 ns p<0.05 ns

71.39±19.06 71.20±7.23 102.50±38.47 85.28±37.47 158.40±38.4 133.50±39.10 149.70±60.74 289.90±239.60 ns ns

29.48±7.16 27.37±5.73 30.13±6.05 27.44±1.98 48.07±9.35 55.66±11.85 62.72±6.01 44.27±13.82 p<0.05 p<0.05 ns

1.27±0.62 0.97±0.49 1.41±0.58 1.11±0.58 2.23±0.62 2.68±1.30 2.84±0.50 3.14±0.36 ns p<0.05 ns

Compression test

25.45±5.94a 37.61±35.12a 53.49±22.91a 37.75±25.49a 35.75±7.96a 106.90±35.07b 111.20±34.12b 126.40±33.57b p<0.05 p<0.05 p<0.05

162.00±99.75a 197.00±141.90a 254.80±132.80a 154.80±109.40a 209.40±84.13a 572.00±291.30ab 885.10±534.40bc 1085.80±813.30c p<0.05 p<0.05 p<0.05

12.63±18.62 11.46±10.53 9.12±10.80 6.85±11.54 5.55±3.79 12.83±7.59 16.98±12.85 14.82±9.08 ns ns ns
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strength37. In our study all morphometric para-
meters -used to evaluate appositional growth-
were affected by D and T. Only D25 showed a
mild negative effect on CS. Ar but that was
counteracted by a decreased of Me. Ar avoiding
affect Ct.W and achieving a better distribution
of material as shown by CSMI after 30 days of
treatment. At the shorter period of treatment (15
days), an 11.8% decrease on Cs. Ar and a 27%
decrease on Me. Ar were found indicating a
rapid inhibition of bone resorption. This led to an
increase of Ct.W indicating that bone resorption
was inhibited by ZA therapy but activity on
periosteal surfaces was less affected as deter-
mined in modeling. The mechanical properties
of cortical bone were increased by the period of
treatment and only the absorbed energy was ne-
gatively affected by the ZA dose. However, this
negative effect of the highest ZA accumulated
dose on absorbed energy and CS. Ar was not
enough to decrease bone strength. This could
be due to the greater CSMI shown at D25 after
30 days of treatment indicating a better spatial
distribution of material that is highly correlated
with bone strength as mentioned above38.

The bone mass acquired during the growth
was evaluated by BMD and the percentage of
bone volume. BMD was only affected by the
period of treatment. The lack of significant dose
effect could be due to the low sensitivity of the
technique and would be a limitation of this
study. However, ˜20% increase in a BMD was
observed at D25 after 30 days of treatment
which could be explain by the increase in
trabecular bone volume. Furthermore, the
trabecular bone volume was increased with all
ZA doses after 15 and 30 days of treatment as
a consequence of increase in both trabecular
thickness and, mainly, in trabecular number.
The latter could be due to the fact that
antiresorptive therapy led to a lesser resorption
of primary trabeculae that, necessarily, became
secondary trabeculae39. In addition, the
connectivity indexes also increased with dose
and the length of treatment, indicating an
improved bone architecture, which could impact
on the biomechanical evaluation. These finding
matched the observations by Pataki et al.34

but were different to those conducted in
children with osteogenesis imperfecta where
the increase in bone volume was due only to an
increased in trabecular number but without any
effect on trabecular thickness39.

On the other hand, the compression test,
which evaluates the trabecular mechanical
properties, showed a favorable effect of dose
and the length of treatment on fracture load and
stiffness –without changes in absorbed energy.
In addition, an interaction of both factors was
found in fracture load and stiffness. The impro-
ved trabecular mechanical properties could be
attributable not only to the increased bone
volume but also to the bone microarchitecture
since better connectivity parameters were
found. Although not significant, a borderline p
value (p=0.07) for interaction was found in ICI
parameter indicating that the trabecular connec-
tivity would be greater at the highest dose of ZA.
In summary, our results indicate that ZA treat-
ment would not have significant negative effects
on the mechanical properties of the growing
bone. Moreover, an improved on trabecular
parameters were observed in all ZA doses.

Some limitations of this study must be
pointed out. The experiment was carried out
with healthy animals and these findings should
be confirmed using experimental models of
bone diseases. On the other hand, the conver-
sion of equivalent doses between human and
rats, and the possible different pharmaco-
dynamics of ZA between them should be
highlighted. However, in spite of limitations, this
work carried out a complete bone analysis
assessment, including morphometric, densito-
metric, histomorphometric and biomechanical
analysis. Therefore it contributes to current
knowledge on the effects of ZA dose accumula-
tion on bone growth.

In conclusion, even though a mild negative
effect of the highest dose of ZA on linear and
appositional growth were observed; bone
volume, trabecular connectivity and trabecular
mechanical properties of growing bone were
improved also at the highest cumulative ZA
dose. As the highest dose was comparable to
those used in models of bone pathologies
related to primary tumors or bone metastasis,
a careful risk/benefit analysis would lead us to
conclude that the mild deleterious effects of ZA
during growth are outweighed by the benefit
obtained with treatment.
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Resumen
Para analizar el impacto directo de la muscu-

latura sobre la estructura ósea se determinaron
el área (CtA), la densidad mineral ósea volu-
métrica (vDMOc) y los momentos de inercia
corticales para flexión anteroposterior y lateral
(MIap, MIlat) ajustados a CtA, y las relaciones
entre MI y vDMOc (de ʻdistribución/calidadʼ, d/c,
que describen la eficiencia de la optimización
biomecánica del diseño cortical por el meca-
nostato) en 18 cortes seriados a lo largo de
todo el peroné del lado hábil (pQCT), y la
fuerza de salto y de rotación externa del pie
(dinamometría computarizada) de 22 hombres
sanos de 18 a 33 años entrenados en fútbol
competitivo por más de 4 años, y de 9 controles
etarios no entrenados. Los entrenados tuvieron
valores más altos de MI en función de la fuerza
de rotación del pie (no de salto), con un ajuste
homogéneo para MIap pero variable (más pobre
distalmente y más alto proximalmente, en la
región de inserción de los peroneos) para MIlat,
coincidiendo este último con pobres ajustes de
las relaciones d/c (efecto arquitectónico inde-
pendiente de la rigidez del tejido). Esto eviden-
cia la influencia directa de la tracción de la
musculatura peronea sobre la estructura corti-
cal proximal subyacente del hueso y también
sugiere que el mecanostato procedería, en este
caso, fuera de su conocida concepción como
mecanismo regulatorio de la resistencia ósea.

Palabrasclave: peroné, interacciones músculo-
hueso, mecanostato, dinamometría, pQCT.

Abstract
ORIGINAL DYNAMOMETRIC AND TOMOGRAPHIC
EVIDENCE OF SITE-SPECIFIC MUSCLE EFFECTS
ON BONE STRUCTURE.
TOWARDS A WIDER SCOPE ON THE BONE
MECHANOSTAT CONCEPT

To analyze the direct impact of muscle
contractions on the structure of bones, we
determined the cortical cross-sectional area
(CtA), volumetric mineral density (vBMDc) and
the CtA-adjusted moments of inertia for ante-
rior-posterior and lateral bending (MIap, MIlat),
and the ʻdistribution/qualityʼ (d/c) relationships
between MIs and vBMDc (which describe the
efficiency of the biomechanical optimization of
cortical design by bone mechanostat) in 18
serial scans taken throughout the fibula of the
dominant side (pQCT), and the jump and the
foot-lateral-rotation forces (computed dynamo-
metry) of 22 healthy men aged 18-33 years,
who had been trained in competitive soccer for
more than 4 years, and of 9 untrained, age-
matched controls. Trained individuals showed
higher MI values as a function of the rotative
force of the foot (not the jumping force).
The adjustment of these relationships was
homogeneous for MIap throughout the bone, but
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variable (poorer distally and higher proximally,
at the insertion area of peroneus muscles)
for MIlat, this latter being paralleled by poor
adjustments of the corresponding, d/c relation-
ships (architectural effect independent of tissue
stiffness). These findings,1. Show the direct
influence of the traction force of peroneal

muscles on proximal fibula structure close to
the insertion area, and 2. Suggest that, in the
studied conditions, the bone mechanostat would
proceed beyond its known conception as a re-
gulatory mechanism of structural bone strength.
Key words: fibula, muscle-bone interactions,
bone mechanostat, dynamometry, pQCT.
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Introducción
No es fácil evidenciar directamente la

influencia puntual de la fuerza muscular sobre
la estructura del hueso sometido a la tracción
ejercida. Hemos demostrado que el peroné
humano ofrece un modelo adecuado. Las
respuestas de la estructura cortical peronea
difieren de lo esperable conforme la Teoría del
Mecanostato, en total contraste con la vecina
tibia1 que responde tradicionalmente al siste-
ma.2 El peroné es insensible al desuso,3 en
tanto que la tibia pierde 20% de su masa corti-
cal y de su rigidez a la compresión, flexión y
torsión por inmovilización crónica. Además, a
diferencia de la estructura tibial normal, que se
refuerza homogéneamente desde el tobillo a la
rodilla en todas las direcciones de deformación,
el peroné muestra 5 regiones sucesivas de
diferente estructura,4 que parecen responder
de distintas formas a solicitaciones mecánicas
variables respecto del comportamiento del pie,
al menos en dos instancias características:

1. Respuesta ʻnegativaʼ: el entrenamiento en
carrera, que solicita al pie solo en flexión/exten-
sión (músculos tibial anterior y sóleo), robus-
tece (rigidiza) la tibia progresivamente en
sentido proximal, como es esperable, en todas
las direcciones de solicitación mecánica.2 En
contraste, el mismo entrenamiento flexibiliza el
peroné hacia el centro de sus medio-diáfisis
proximal y distal, especialmente en sentido
lateral, y no lo rigidiza en ningún punto.

2. Respuesta ʻpositivaʼ: un estudio preliminar
de dos cortes tomográficos del peroné mostró,
en contraste con 1, que el entrenamiento en
fútbol, que solicita la rotación externa y la
eversión del pie (músculos peroneos laterales),
parece robustecer el peroné proximal. Este
comportamiento particular del peroné nos
sugirió que el mecanostato ‒ naturalmente ʻorien-
tadoʼ a la optimización de la rigidez estructural
ósea en relación con la dirección predominante
de las cargas usuales (principalmente muscula-
res) ‒ ʻdebería funcionar distinto de como lo hace
en otros huesos, según el tipo de deformación
inducida por el uso, y con cierta especificidad

regionalʼ. Para verificarlo, analizamos la res-
puesta de la arquitectura cortical a lo largo de
todo el peroné al entrenamiento prolongado en
fútbol, en relación con la fuerza entrenada espe-
cíficamente para la musculatura rotadora y la
extensora del pie, y con la resistencia regional
del tejido cortical peroneo a ser deformado.
Materiales y métodos

Estudiamos integralmente la estructura sec-
cional del peroné (18 cortes tomográficos se-
riados por hueso, efectuados cada 5% de la
longitud tibial, desde 5% proximal al tobillo (sitio
S5) hasta 10% distal a la rodilla (S90), en 22
varones sanos de 18 a 33 años, entrenados en
fútbol competitivo (F) por un período no menor
de 4 años, y en 9 controles etarios sanos, no
entrenados previamente en forma específica
(NE). Se realizaron en total 248 cortes.
Se determinaron indicadores corticales de
masa (área cortical, CtA), rigidez específica
(DMO volumétrica, vDMOc) y diseño (momen-
tos de inercia calculados para la resistencia a la
flexión anteroposterior, MIap, y lateral, MIlat) del
peroné (pQCT, XCT-2000, Stratec), y, además,
la fuerza máxima (Fmax) de rotación externa
(dinamómetro computarizado de diseño y cons-
trucción propios) y de extensión del pie (plata-
forma computarizada de salto). Los MI se
expresaron por unidad de CtA, para neutralizar
su correlato alométrico, manteniendo su condi-
ción de indicadores de la eficiencia de distribu-
ción del tejido cortical por el mecanostato
(modelación orientada en relación con los ejes
de deformación) por unidad de masa cortical
presente para resistir a cada clase de desafío.
Análisis estadístico

Ambos MI (y) se correlacionaron con la
Fmax de rotación y de extensión del pie (x1),
para analizar su dependencia de la muscula-
tura, y con la vDMOc (x2) para obtener las
llamadas ʻcurvas de distribución/calidadʼ (d/c)5,
cuyo coeficiente r estima la eficiencia de la
distribución del tejido por el mecanostato para
optimizar la resistencia del hueso a la flexión
anteroposterior o lateral, en función inversa de
su rigidez intrínseca.
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Resultados
La vDMOc fue leve pero significativamente

menor (aproximadamente 2%, p < 0,01) solo en la
mitad proximal del peroné en F; pero ambos MI
fueron mucho mayores en F que en NE en
todos los sitios estudiados (ANOVA factorial,
siempre p < 0,001).

Los valores de ambos MI (y) correlacionaron
exponencialmente con la Fmax de rotación del
pie (ejemplo para MIlat en S80 en Figura 1), pero no
con la de salto (no mostrado), con distintos grados
de ajuste para cada indicador y para cada sitio.
Para MIap, la relación mantuvo un ajuste homo-
géneo para todo el hueso (Figura 2).

180

Figura 1. Correlación entre la aptitud del diseño seccional peroneo para resistir
a la deformación en flexión lateral (MIlat) (y) y la fuerza máxima de rotación
externa del pie (x) para el sitio S80 del hueso.

Nocciolino L.M., et al.:
Relaciones músculo-hueso y nuevo concepto del mecanostato

Figura 2. Variación de los ajustes estadísticos (coeficientes r) de las relaciones
de los indicadores de la eficiencia del diseño seccional peroneo para resistir la
deformación en flexión lateral (MIlat) y anteroposterior (MIap) (y) con la fuerza
máxima de rotación externa del pie (x), a lo largo de todo el peroné. Se indica
el nivel de significado p < 0,05 del coeficiente como referencia.
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Figura 3. Correlación entre la aptitud del diseño seccional peroneo para resistir
a la deformación en flexión lateral (MIlat) (y) y la rigidez específica del tejido
óseo cortical, estimada por su densidad mineral volumétrica (x).
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Figura 4. Variación de los ajustes estadísticos (coeficientes r) de la relación
entre el indicador de la eficiencia del diseño seccional peroneo para resistir la
deformación en flexión lateral (MIlat) y la densidad volumétrica cortical (vDMOc),
a lo largo de todo el peroné. Se indican, como referencia, el nivel de significado
p < 0,05 del coeficiente. La flecha indica la extensión de las regiones de inser-
ción de los músculos peroneos laterales.

Para MIlat, en cambio, el ajuste fue similar o
mayor hacia la región S45-S75, correspondiente

al área de inserción de los peroneos laterales
largo y corto, y llamativamente bajo distalmente.
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Las relaciones d/c (típicamente hiperbólicas)
describieron el comportamiento de MIap y MIlat
de ambos grupos en función de la rigidez
específica del tejido duro como curvas globales
únicas (ejemplo para S80 en Figura 3). El ajuste
estadístico de estas curvas (coeficientes r,
Figura 4) varió a lo largo del hueso en forma
casi especular respecto de lo observado para
la relación entre el MIlat (no el MIap) y la fuerza
peronea (Figura 3) (efecto arquitectónico
independiente de la rigidez del tejido).

Discusión
En contraste con la referida respuesta

peronea ʻnegativaʼ al entrenamiento en carrera,
los resultados confirman la respuesta estructu-
ral ʻpositivaʼ al entrenamiento en F para todo el
hueso,y presentan, además, evidencias
originales respecto de: 1) la importancia de la
direccionalidad de la estimulación mecánica
para la determinación de la estructura ósea y
2) los diferentes modos de acción del meca-
nostato en distintos sitios de un mismo hueso.

1) El sentido de deformación peronea más
específicamente solicitado por el entrena-
miento en F para rotar el pie es el lateral,
producto de la tracción hacia afuera del peroné
medio-distal por los músculos peroneos.
Concordando con esto, las correlaciones con
la fuerza de los peroneos muestran una distinta
eficiencia de las cargas para la determinación
modelatoria indicada por cada MI estudiado.
Para MIap, esa eficiencia fue homogénea a lo
largo de todo el hueso. En cambio, para MIlat
fue muy baja en la mitad distal (libre de inser-
ciones) y alcanzó valores iguales o mayores
que los correspondientes al MIap en la región
de inserción de los peroneos. Esto no implica
necesariamente que las diferencias en MIlat
entre F y NE hayan sido fisiológicamente más
significativas que las observadas para MIap en
esa región, sino que las primeras dependieron
más claramente de la tracción de la muscula-
tura sobre sus inserciones óseas que las
segundas. Este efecto contrastó con la falta de
relación entre las mejoras de los MI y la fuerza
de salto, ajena al entorno mecánico peroneo, a
lo largo de todo el hueso. Con la obvia excep-
ción de las entesis, este hallazgo constituiría la
primera evidencia directa (dinamométrico-tomo-
gráfica) de un efecto determinante, sitio-especí-
fico, del entorno mecánico (tracción ejercida por
el músculo sobre su área de inserción) sobre la
estructura subyacente de un hueso.

2) El mecanostato tendería a optimizar la
resistencia ósea a la fractura distribuyendo el
tejido cortical según la dirección predominante
de sus deformaciones usuales.6 Las curvas d/c
reflejan la relación negativa entre la distribución
del tejido cortical para resistir deformaciones
(MI) y su resistencia a deformarse (rigidez
intrínseca, vDMOc). El entrenamiento en F
respetó la relación d/c natural manifestada por
el grupo NE en todo el hueso respecto de MIap,
pero no de MIlat, justamente en la región de
inserción de los peroneos. Esto indica que, en
esa región, direccionalmente crítica, la eficien-
cia del mecanostato no dependería de la doci-
lidad del tejido a deformarse lateralmente; es
decir, privilegiaría otras funciones relativas a la
actividad entrenada (robustez de la inserción
muscular, para el caso), independientemente del
mantenimiento de una resistencia adecuada al
uso en esa dirección.7 Los referidos efectos
negativos en corredores, algunas evidencias
filogenéticas (desarrollo peroneo en euterios
predadores)8 y algunas opiniones relevantes de
otros autores9 apoyan esta interpretación
original, que sugiere que la defensa de la resis-
tencia ósea por el mecanostato sería solo un
subconjunto dentro de un grupo de funciones
más amplias del sistema, con connotaciones
selectivas de mayor prioridad relativa.

Conclusiones
Los resultados ofrecen evidencias directas

originales del efecto direccional (positivo) de la
tracción de la musculatura sobre la estructura
ósea subyacente, y sugieren una interpretación
más amplia del accionar del mecanostato,
que podría contribuir a regular, más allá de la
resistencia a la fractura, otras propiedades
esqueléticas de alto valor selectivo.
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Resumen
Las fracturas vertebrales osteoporóticas son

más frecuentes en la mujer. El segmento tora-
columbar es el preferentemente comprometido,
en especial las vértebras D11 a L2, mientras
que L4 contribuye en una proporción mínima a
este evento. El objetivo del presente estudio
fue investigar si el menor tamaño de las vérte-
bras lumbares en las mujeres con respecto a
los varones, involucra a todas las vértebras por
igual o solamente a las que con más frecuencia
se fracturan. Se analizaron en forma aleatoria
las densitometrías óseas (DXA) de la región
lumbar de 48 mujeres y 45 varones adultos.
Se consideró el ancho del segmento L1-L2 (S
L1-L2) y de L4 como un subrogado del área de
sus cuerpos vertebrales.
Resultados: ancho S L1-L2 Hombres: 4,32
± 0,33 cm; Mujeres: 3,78 ± 0,23 cm, p < 0,001.
Ancho L4 Hombres: 5 ± 0,37 cm; Mujeres: 4,66
± 0,38 cm, p < 0,001.
Diferencia de L4 menos S L1-L2: Hombres:
0,69 ± 0,25 cm, Mujeres: 0,88 ± 0,27 cm p <
0,001.
Ancho relativo (S L1-L2/L4): Hombres: 0,86 ±
0,04, Mujeres 0,81 ± 0,04 p <0,001.
Conclusiones: en el presente estudio observa-
mos, en consonancia con lo ya conocido, que
las mujeres tienen en promedio vértebras más
pequeñas que los hombres. La diferencia de
tamaño no es uniforme en las vértebras
lumbares, siendo el segmento L1-L2 particu-
larmente menor comparado con L4.
Estas diferencias estructurales entre mujeres y
hombres deben ser consideradas para explicar,
dentro del contexto multifactorial de las fractu-
ras vertebrales, la mayor incidencia de éstas
en el sexo femenino, en particular de L1 y L2.

Palabras clave: fracturas vertebrales, tamaño
vertebral, DXA (densitometría de doble haz de
rayos X).

Abstract
GENDER ANTHROPOMETRIC DIFFEREN-
CES OF THE LUMBAR SPINE, MEASURED
BY DXA, DO NOT INVOLVE ALL VERTE-
BRAE UNIFORMLY: PROBABLE IMPLICA-
TION IN THE INCIDENCE OF FRACTURES

Vertebral fractures occur most frequently in
thoracolumbar region, especially D11- L2, while
L4 contributes minimally to this event. That
cannot be explained by differences in loading
during daily activities or bone quality between
vertebrae. Differences exist in vertebral size.
The aim of the study was to evaluate in female
lumbar spines if vertebrae which most
frequently fracture are smaller than L4.
We analyzed BMD (DXA) of 48 women (W) and
45 men (M). The width of the segment L1-L2 (S
L1-L2) and of L4 was considered a surrogate of
vertebral bodies
Results: Width S L1-L2: Men: 4,32 ± 0,33 cm;
Women: 3,78 ± 0,23 cm, p < 0,001.
Width L4: Men: 5 ± 0.37; Women: 4,66 ± 0,38
cm, p < 0,001.
Difference between L4 and S L1-L2: Men: 0,69
± 0,25cm, Women: 0,88 ± 0,27 cm p < 0,001.
Relative width (S L1-L2/L4) Men: 0,86 ± 0,04
Women: 0,81 ± 0,04 p <0,001.
Conclusions: the study shows, as already
known, that women have smaller vertebrae
than men. The differences are not uniform in
the lumbar spine, L1 and L2 being particularly
smaller compared to L4. These structural diffe-
rences between women and men should be
considered to explain, within the multifactorial
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context of vertebral fractures, the greater
incidence in female, particularly L1 and L2.

Key words: vertebral fractures, vertebral size,
DXA (Dual-Energy X- Ray Absorptiometry).

Introducción
A partir de la menopausia aumenta el riesgo

de fracturas osteoporóticas vertebrales y no
vertebrales. La incidencia y prevalencia de frac-
turas vertebrales es varias veces mayor en la
mujer que en el hombre. Las regiones más
afectadas son la mediotorácica y toracolumbar,
siendo relativamente poco frecuente la fractura
de L4.1 Desde un punto de vista estrictamente
mecánico, la fractura es el resultado de la ac-
ción de una fuerza sobre una estructura que no
es suficientemente fuerte en sus propiedades
mecánicas. Un mayor conocimiento de la rela-
ción entre ambos factores podría explicar las
características epidemiológicas mencionadas
previamente.

Los estudios relativos al patrón de cargas
compresivas y de cizallamiento que las diver-
sas actividades diarias ejercen sobre las es-
tructuras de la columna (vértebras incluidas)
son de difícil realización en forma directa in
vivo.2 Mejores resultados se obtienen aplicando
modelos biomecánicos computacionales que
predicen el patrón de carga sobre la columna
mediante simulaciones.2 Aplicado a mujeres,
este modelo muestra que las cargas en la re-
gión toracolumbar difieren poco entre vérte-
bras. Por lo tanto cabe preguntar cuáles son las
diferencias estructurales por las que L4 exhibe
una mayor fortaleza que D11-L2. No existen
diferencias demostradas en la calidad del
material óseo entre vértebras. Entre las múltiples
diferencias estructurales y funcionales de impor-
tancia biomecánica entre el segmento D11-L2 y
L4 cabe mencionar el mayor tamaño de L4, lo
que le confiere una mayor rigidez estructural y
fortaleza mecánica para soportar las cargas.2 -4

Esta diferencia de tamaño para explicar la
menor propensión a la fractura de L4 también
puede servir para explicar la menor incidencia
y prevalencia de fracturas vertebrales en los
hombres, al tener éstos vértebras en general
más grandes que las mujeres sin diferencia en
la densitometría ósea (DMO) volumétrica entre
ambos.2 -4 Evidencias de la importancia del
tamaño vertebral surgen de un estudio en
mujeres en las que se compara el área
seccional y la DMO volumétrica del cuerpo
vertebral por tomografía axial computarizada
(TAC) de mujeres con y sin fractura, en las que
la diferencia más significativa está en el área

de las vértebras.5,6 Todos los estudios de
tamaño vertebral mencionados se efectuaron
con TAC. En un estudio de correlación entre el
área del cuerpo vertebral medido por TAC y el
ancho medido por DXA se obtuvo una buena
correlación entre el área seccional de L3 por
TAC y el ancho de la misma vértebra por DXA
(r = 0,7).7

En base a esta observación se consideró el
promedio del ancho del segmento L1-L2 y de
L4 como un subrogado del tamaño de sus
cuerpos vertebrales.

Los objetivos del estudio fueron: 1) Repro-
ducir con DXA las diferencias entre sexos
obtenidas con TAC. 2) Investigar si el menor
tamaño de las vértebras lumbares en las
mujeres con respecto a los varones, involucra
a todas las vértebras por igual o solamente a
las que con más frecuencia se fracturan.

Material y métodos
Se ingresaron en forma aleatoria 48 mujeres

y 45 hombres adultos que efectuaron una
densitometría de columna con las pautas de la
ISCD para considerarla evaluable (se excluye-
ron estudios en los que las variaciones inter-
vertebrales del Z score eran mayores a 1 DS).
Los estudios se efectuaron con un densitóme-
tro Lunar Prodigy Advance. Se midió el prome-
dio del ancho del segmento L1-L2 (S L1-L2)
y de L4. Con el propósito de evaluar si las
diferencias de S L1-L2 son simplemente una
manifestación más de las diferencias antropo-
métricas entre mujeres y hombres se conside-
raron las siguientes covariables: talla (dada su
relación con el distinto hábito corporal entre
mujeres y hombres y con los distintos segmen-
tos corporales en general) y ancho de L4 (como
vértebra de referencia por su menor propensión
a fracturas) con el propósito de evaluar even-
tuales diferencias puntuales en la proporciona-
lidad de S L1-L2 en relación a esa vértebra.
Los anchos vertebrales mencionados se
obtuvieron de los datos auxiliares del protocolo
de informe del equipo DXA.

Análisis estadístico
Se utilizó estadística descriptiva. Los resulta-

dos se expresaron como media ±SD.
Test t de Student para la significación
estadística de la comparación entre sexos de
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las medias de todas las variables y los siguien-
tes parámetros: diferencia L4 menos S L1-L2 y
de S L1-L2 relativo a L4 (cociente S L1-L2/L4).
Análisis de covarianza para comparación de
medias de ancho S L1-L2 entre sexos ajusta-
das a talla y ancho L4.
Regresiones univariadas para ancho S L1-L2
vs talla y ancho L4 en toda la población y en
cada grupo según sexo. Regresión univariada
de S L1-L2/L4 vs.L4 en cada sexo.
Regresión multivariada para S L1-L2 como
variable dependiente vs sexo, talla y L4.
Se consideró resultado significativo con una
p<0.05.

Resultados
La talla, S L1-L2 y L4 son significativamente

mayores en los hombres (Tabla 1).
El ancho del S L1-L2 correlaciona signifi-
cativamente con la talla y con el ancho de
L4 en toda la población: r = 0,5 y r=0,75
respectivamente (p < 0,001). Dicha regresión
deja de ser significativa con respecto a la talla
al separar por sexos. Por el contrario ancho
S L1-L2 correlaciona con L4 (r = 0,73 hombres,
r = 0,69 mujeres, p < 0,001 para ambos, con
un mayor coeficiente de regresión en hombres
(Figura 1).
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Tabla 1. Talla, ancho S L1-L2 y L4 en toda la población y en cada sexo (Media ± DS)

Todos Hombres Mujeres p*
Talla (cm) 164±8 169±7 159,3±80 <0,001
Ancho S L1-L2 (cm) 4±0,40 4,32±0,23 3,78±0,23 <0,001
L4 (cm) 4,8±0,40 5±0,37 4,66±0,38 <0,001
*Diferencias entre hombres y mujeres

Figura 1. Regresión S L1-L2 vs L4 en mujeres y hombres. Ambos sexos
tienen similar coeficiente “r” de correlación, pero la variación de S L1-L2
por cada unidad de variación de L4 expresada en los respectivos coefi-
cientes de regresión, es mayor en hombres que en mujeres.
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Figura 3. Regresión del cociente SL1-L2 / L4 vs L4 en hombres y muje-
res. El ancho relativo de S L1-L2 con respecto a L4 disminuye más en
mujeres a medida que aumenta L4.

Figura 2. A. Media ± DS de la diferencia L4 menos S L1L2 en hombres y mujeres. B. Media ± DS
del cociente S L1L2 / L4 en hombres y mujeres.

Tabla 2. Ancho S L1-L2 en distintos modelos de ajuste además de sexo (Media ±ES)

Hombres Mujeres p*
Sexo +talla (cm) 4,28±0,05 3,81±0,04 < 0,001
Sexo + L4 (cm) 4,22±0,03 3,87±0,03 < 0,001
Sexo + talla y L4 (cm)* 4,22±0,03 3,86±0,03 < 0,001

*La talla deja de ser un determinante del ancho de L1-L2 en este modelo de ajuste
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La regresión multivariada de L1-L2 como varia-
ble dependiente vs sexo, talla y L4 como varia-
bles explicativas, mejora el coeficiente de
correlación (R = 0.86) con los siguientes coefi-
cientes de regresión beta ± ES: L4 0,56 ± 0,062
p < 0,001, sexo: 0,46 ± 0,069 p < 0,001, talla:
NS. La diferencia de ancho entre L4 y el
S L1-L2 es 0,88± 0,27 cm en las mujeres y
0,69 ± 0,26 cm en los varones; p < 0,001
(Figura 2 A), diferencia que continua significa-
tiva ajustando ancho de S L1-L2 a L4 y talla
(Tabla 2).
El ancho relativo de S L1-L2 con respecto al
ancho de L4 (S L1-L2/L4) es significativamente
menor en las mujeres que en los hombres
(0,81± 0,04 y 0,86 ± 0,04 respectivamente,
p < 0,001) (Figura 2 B). La regresión de ese
parámetro (ancho S L1-L2/L4) vs L4 tiene signo
negativo en ambos sexos pero con un valor
absoluto del coeficiente de regresión mayor en
las mujeres (Figura 3).

Discusión
Las diferencias entre sexos del ancho del

segmento L1-L2 (SL1-L2) y L4 medidos por
DXA del presente estudio están en consonan-
cia con la diferencias del área vertebral medida
por TAC en estudios de otros autores.3,4 Esto,
además de la buena correlación entre ambas
mediciones observada en un estudio previo7

avala la posibilidad de utilizar el ancho vertebral
medido por DXA como un subrogado confiable
de su área.

Las vértebras son más pequeñas en las
mujeres que en los hombres y esta diferencia
no está determinada por la talla. El presente
trabajo presenta evidencia original de una
diferencia ontogénica en el desarrollo de la
columna, por lo menos, a nivel toracolumbar
(SL1-L2) con respecto a L4, vértebra que
muestra la menor diferencia entre sexos.
Efectivamente ambos sexos muestran que
SL1-L2 es menor que L4, manteniendo una
significativa proporcionalidad con esa vértebra
pero con un coeficiente de regresión menor en
las mujeres como lo muestra la figura 1. La
figura 3 permite ilustrar esa relación mediante
un análisis diferente, al mostrar que a medida
que L4 aumenta, el SL1-L2 lo hace en menor
medida en las mujeres que en los hombres.

Esto tendría implicancias biomecánicas,
por las que las fracturas vertebrales son más
frecuentes en la región toracolumbar en las
mujeres.3-5 Dentro de lo multifactorial de las

fracturas vertebrales, esta particularidad sería
un factor más que justificaría la mayor sus-
ceptibilidad a las fracturas en la mujeres.

El área de la sección axial de las vértebras
es un atributo fundamental que contribuye a la
fortaleza para soportar fuerzas compresivas a
las que son sometidas en su historia funcional
cotidiana. El riesgo de colapso de las vértebras
aumenta cuando la relación: máxima capaci-
dad de soportar una fuerza compresiva/fuerza
ejercida (cociente conocido como “factor de
seguridad”) se acerca a 1 o es menor de 1.2,3

El numerador de este cociente está determi-
nado por la calidad del material óseo (que entre
otros factores incluye la DMO volumétrica) y el
área de la menor sección axial vertebral (centro
de la vértebra).3 Las vértebras aumentan el
área en sentido caudal por lo que L4 es más
fuerte que sus vecinas en sentido cefálico.8

A igual calidad del material el aumento del área
aumenta la rigidez estructural de la vértebra y
disminuye el stress (fuerza por unidad de área)
de la fuerza actuante.2,3,9 Estimaciones con
respecto al denominador calculan que las
cargas resultantes del peso del tronco corporal
y de la actividad muscular de diversas activida-
des cotidianas, también aumentan en sentido
caudal y son de mayor magnitud en varones
que en mujeres, pero en virtud que las vérte-
bras de la transición toracolumbar son más
pequeñas en mujeres, el factor de seguridad se
encuentra particularmente comprometido en
ellas.2 Estos argumentos están basados en la
“teoría de la compresión de columnas (vigas)”.
Por otra parte la fuerza requerida por los
músculos paraespinales y transmitidas a las
vértebras para estabilizar la columna vertebral
durante la flexión anterior es inversamente
proporcional al tamaño de las mismas4,5,
contribuyendo también a disminuir el factor de
seguridad mencionado.

Conclusiones
El presente estudio se distingue de los

demás en llegar con la metodología DXA, más
ampliamente disponible, a conclusiones simila-
res a las obtenidas utilizando TAC.
En consonancia con lo ya conocido, observa-
mos, que las mujeres tienen en promedio
vértebras más pequeñas que los hombres.
La diferencia de tamaño no es uniforme en las
vértebras lumbares, siendo el segmento L1-L2
particularmente menor comparado con L4.
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Abstract
Mole rats live in permanent darkness, in net-

works of underground tunnels (which extend up
to 1 km in the subsoil), excavated with their in-
cisors, in warm and semi-arid areas of South
Africa. Mole rats have an unusually impoveris-
hed vitamin D3 status with undetectable and
low plasma concentrations of 25-hydroxyvita-
min D3 and 1α,25-dihydroxyvitamin D3, respec-
tively. They express 25-hydroxylase in the liver
and 1-hydroxylase and 24-hydroxylase in their
kidneys. The presence of specific receptors
(VDR) was confirmed in the intestine, kidney,
Harderʼs glands and skin. In spite of their poor
vitamin D3 status, the apparent fractional intes-
tinal absorption of calcium, magnesium and
phosphate was high, always greater than 90%.
Oral supplementation with cholecalciferol to
mole rats did not improve the efficiency of gas-
trointestinal absorption of these minerals. Mole
ratsdo not display the typical lesion of rickets:
hypertrophic and radiolucent growth cartilages.
Histological studies reported normal parameters
of trabecular and cortical bone quality.

Marmosets (monkeys of the New World)are
not hypercalcaemic, eventhough they exhibit
much higher levels of 25-hydroxyvitamin D3,
1α,25-dihydroxyvitamin D3 and parathyroid
hormonethan that of rhesus monkeys and
humans. Fed a high vitamin D3 intake
(110 IU/day/100 g of body weight), a fraction of
the experimental group was found to display
osteomalacic changes in their bones: distinct
increases in osteoid surface, relative osteoid
volume, and active osteoclastic bone resorp-
tion. These findings suggest that some marmo-
sets appears to suffer vitamin D-dependent
rickets, type II.

The maximum binding capacity of the
VDR or the dissociation constant of VDR-
1α,25(OH)2D3 complex of mole rats and New
World monkeys are distinctly different of VDR
isolated from human cells. Health status of
those species appears to be adaptations to the
mutations of their VDR. Though rare, as muta-
tions may occur at any time in any patient, the
overall message of this review to clinicians may
be: recent clinical studies strongly suggests that
the normality of physiological functions might
be a better indicator of the health status than
the serum levels of vitamin D metabolites.
Key words: vitamin D3, 25-(OH) vitamin D3,
1,25-(OH)2 vitamin D3, 1α-hydroxylase,
25-hydroxylase, VDR, vitamin D3 receptor.

Resumen
FUNCIONES FISIOLÓGICAS NORMALES
EN DOS ESPECIES ANIMALES CON ESTA-
TUS DE VITAMINADMUYDIFERENTES DEL
ACTUAL EN SERES HUMANOS.

Las ratas topo viven en la oscuridad perma-
nente, en redes de túneles subterráneos exca-
vadas con sus incisivos (que se extienden
hasta 1 km en el subsuelo), en áreas cálidas y
semiáridas de Sudáfrica. Las ratas topo tienen
un estatus de vitamina D3 inusualmente empo-
brecido con concentraciones plasmáticas inde-
tectables de 25-hidroxivitamina D3 y bajas de
1α, 25-dihidroxivitamina D3. Poseen 25-hidro-
xilasa en el hígado y 1-hidroxilasa y 24-hidroxi-
lasa en sus riñones. La presencia de
receptores específicos (VDR) ha sido confir-
mada en el intestino, el riñón, las glándulas de
Harder y la piel. A pesar de su pobre estatus de
vitamina D3,la absorción fraccional intestinal
aparente de calcio, magnesio y fosfato fue alta,
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siempre superior al 90%. La suplementación
oral con colecalciferol a las ratas topo no me-
joró la eficacia de la absorción gastrointestinal
de estos minerales. No muestran la lesión
típica del raquitismo: cartílagos de crecimiento
hipertróficos y radiolúcidos. Varios estudios
histológicos confirman los hallazgos radiológi-
cos y se informan parámetros normales de la
calidad ósea trabecular y cortical.

Los titíes (monos del Nuevo Mundo) exhiben
calcemias normales con niveles más elevados
de 25-hidroxivitamina D3, 1α,25-dihidroxivita-
mina D3 y hormona paratiroidea que los monos
rhesus y los seres humanos. Un tercio de un
grupo de titíes alimentados con una alta ingesta
de vitamina D3 (110 UI/día/100 g de peso
corporal) exhibió cambios osteomalácicos en
sus huesos: aumento en la superficie osteoide,
volumen osteoide y activa reabsorción

osteoclástica. Estos hallazgos sugieren que
una fracción de la población de titíes padece
raquitismo dependiente de vitamina D, tipo II.

Debido a mutaciones ocurridas hace millones
de años, las máximas capacidades de liga-
miento del VDR o los valores de la constante de
disociación del complejo VDR-1α,25(OH)2D3
de las ratas topo o monos del Nuevo Mundo
son muy diferentes de los verificables en recep-
tores aislados de células humanas actuales. El
mensaje de esta revisión a los médicos clínicos
podría ser: varios estudios clínicos recientes in-
dican que la normalidad de las funciones fisio-
lógicas de un paciente es un mejor indicador
de su salud que los niveles séricos de los me-
tabolitos de la vitamina D.
Palabra clave: vitamina D3, 25-(OH) vitamina
D3, 1,25-(OH)2 vitamina D3, 1α-hydroxylasa,
25-hydroxylasa, VDR, vitamina D3 receptor.
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Introduction
The contents of this review support the hypo-

thesis that robust compensatory mechanisms
exist that create tolerance for a wide variation in
circulating concentrations of 25(OH) vitamin D
(25(OH)D3) and 1α,25(OH)2 vitamin D3
(1α,25(OH)2D3) across species populations,
suggesting the existence of a complex evolu-
tionary relation between sun exposure, skin
color and the vitamin D pathway.

The vitamin D–endocrine system is thought
to play multiple roles in physiologic pathways,
such as bone mineral metabolism and the
modulation of immune response. In addition,
potential links to several chronic conditions,
such as hypertension, cancer, and obesity have
been described 1-,5.

Vitamin D is acquired from dietary intake and
endogenous synthesis after sun exposure. In
the liver, vitamin D3 is converted to 25(OH)D31,
which circulates in both bound and unbound
fractions and is the metabolite usually measu-
red to determine vitamin D status. Serum
25(OH)D3 reflects the combination of exposure
to sunlight and diet.

Policy guidance with regard to 25(OH)D3
concentrations is further complicated by large
variation between racial-ethnic groups in many
countries in the temperate latitudes and by the
dearth of information on the concentrations of
unbound (bioavailable) fraction of 25(OH)D3.
Part of 25(OH)D3 is converted by the kidneys
to 1α,25(OH)2D3, the biologically active form of

vitamin D that acts as a hormone. In spite of the
latter fact, because of its greater complexity and
cost, the measurement of plasma concentration
of 1α,25(OH)2D3 is reserved to complex cases.

This paper review the characteristics of vita-
min D status in two species: mole rats (healthy
specimens exhibit an unusually impoverished
vitamin D3 status with undetectable and low
plasma concentrations of 25(OH)D3 and
1α,25(OH)2D3) and New World healthy mon-
keys (with much higher levels of 25(OH)D3 and
1α,25(OH)2D3 than those found in humans with
normal accepted indicator values for Vitamin D
nutritional status). These examples emphasize
the fact that normal physiological functions can
be observed with “abnormal” 1α,25(OH)2D3 le-
vels, if the dissociation constant of the complex
VDR-1α,25(OH)2D3 allows the normal perfor-
mance of those functions. It is expected that
the information contained in this review will in-
crease the awareness toward the importance
and the as yet poorly known aspects of vitamin
D metabolism.

The case of the mole rats
The mole rats inhabit warm and semi-arid

areas of South Africa. They live in networks of
underground tunnels excavated with their
incisors, which extend up to 1 km in the subsoil.
The tunnels have no permanent opening on the
surface and develop their own microclimate:
warm and humid air, with low levels of oxygen.
They are herbivores, feeding on tubers and
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bulbs. They do not drink, they get all the water
from their food, which is also a source of
minerals.

Mole rats form eusocial colonies. A eusocial
colony consists of a single reproductive pair
and offsprings with repressed reproductive
capacity. The non-reproductive members of the
colony spend their time searching for food and
maintaining the tunnel system. The colony has
a clearly defined hierarchy, with the dominant
breeding male, followed by the breeding
female, then the non-breeding males and
females. In vertebrates, the only known
eusocial mammals are the mole rats Cryptomys
damarensis6 y Cryptomys hottentotus7 of the
family Bathyergidae, and the hairless or Hetero-
cephalus glaber8 of the family Heterocephali-
dae. Due to its confirmed longevity (ca. 30
years), the latter has become a very attractive
experimental model for studies on cancer
resistance and senescence research9.

In captivity, naked molerats are fed a vegeta-
rian diet. At the San Diego Zoo10 naked mole
rats are fed a commercial pellet made with
water, yams, carrots, corn, leafy greens, and
fruit.To absorb more of the nutrients from their
food, naked molerats eat their own feces. The
vegetarian diet is hard to digest, so their intes-
tinal flora aid with digestion.

Plasma levels of metabolites, enzymes of the
biosynthetic pathway and Vitamin D receptor
(VDR)
Research on the vitamin D3 status of mole

rats followed the publications on the characte-
ristics of this most interesting experimental
model11. Mole rats have a particularly impove-
rished vitamin D3 status. The averaged plasma
levels of 25(OH)D3 and 1α,250(OH)2D312-14 are:
<5 ng/ml (n=68) and 17.3.0±6.1 pg/ml (n=68),
respectively.

Buffenstein et al.14 investigated whether the

naked mole rat (H glaber)had the same
enzymes present in mammals exposed to UVB
radiation. Hepatic 25-hydroxylase and kidney
1-hydroxylase and 24R-hydroxylase were
detected. The activity of 1-hydroxylase predo-
minates over that of 24R-hydroxylase. After

receiving a supra-physiological vitamin D3
supplement, the1-hydroxylase activity was
repressed and the activity of 24R-hydroxylase
increased.The administration of phorbol esters
(activators of protein-kinase C) produced
similar effects to those caused by vitamin D3
supplementation. The data confirmed that
mole rats can convert cholecalciferol in
1α,25(OH)2D3. In addition, the enzymes
1-hydroxylase and 24R-hydroxylase present in
the kidneys of these mammals are indepen-
dently regulated by intracellular signaling path-
ways involving the protein kinase C.

According to Pitcher et al.12 when Damara
mole rats were housed in the dark, the ratio of
the activities of 1-hydroxylase to 25-hydroxy-
lase in the kidney corresponded with those of a
vitamin D3 deficient animal. When these rats
received an oral supplement of vitamin D3 or
when they were exposed to sunlight (Table 1),
they increased the plasma concentration of
1α,25 (OH)2D3 with a proportional decrease
(P<0.05) in the 1-hydroxylase activity and a
resulting decrease (P<0.05) in the activity ratio
1-hydroxylase /24R-hydroxylase. Despite these
changes, the intestinal mode of calcium uptake,
plasma levels of total and ionized calcium and
phosphate remained unchanged.

Sergeev et al. (1993)15 investigated whether
the tissues of naked mole rats (H. glaber) had
the 1α,25(OH)2D3 receptor (VDR) and whether
the biological responses mediated by VDR in the
intestine and the kidney correspond to those
found in similar tissues of other mammals.
The presence of VDR was investigated in the
intestine, kidney, Harderʼs glands and skin.

Figure 1. Mole rats. A: Cryptomys damarensis, B: Heterocephalus glaber,C: Cryptomys hottentotus).
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The isolated VDRs were biochemically characte-
rized by saturation, sucrose density gradient,
DNA binding and competitive ligand analysis. In
addition, the homologous positive regulation of
the VDR in these tissues and the induction of
25-hydroxylase in the kidney were studied as
indicators of the biological responses mediated
by VDR. Naked mole rats have VDR in the
intestine, kidneys and Harderʼs glands (a
retro-orbital, light-responsive neuroendocrine
gland with a similar secretion to that of the
pineal gland) but not in the skin. The biochemi-
cal characterization of the VDR and the biologi-
cal responses mediated by VDR in the intestine
and the kidney correspond to those found in
similar tissues of other mammals. The VDR of
Harder's gland is present at a lower concentra-
tion, but shows a markedly higher affinity and
selectivity towards 1α,25 (OH)2D3 than that of
the intestine and kidneys. Supplementation
with vitamin D3 resulted in a positive regulation
of VDR in the intestine and kidney and induced
renal 24R-hydroxylase, but had no effect on
VDR in Harder's glands. These data showed
that naked mole rats had VDR in intestine,
kidney and Harderʼs glands; these VDRs differ
in their biochemical characteristics.

Intestinal absorption of calcium, magnesium
and phosphate
The mole rats lead a strictly subterranean

existence and survive with a strictly herbivorous
diet. As stated above (Table 1) they have a na-
turally impoverished vitamin D status with low
plasma concentrations of both 25(OH)D3 and
1α,25(OH)2D3.

Published studies in C. damarensis report
that the apparent fractional intestinal absorption
of calcium, magnesium and phosphate was
high, always greater than 90%16. The high
positive retention observed for these elements
is attributed to their incisor teeth, which grow
without interruption throughout their lives.

These teeth wear constantly during the
excavation of the tunnels and it is speculated
that they represent a mineral "sink", which
together with the deposition of excess calcium
in the skin (which is regularly renovated),
contributes to the maintenance of mineral
homeostasis.

The absorption of minerals in the gastro-
intestinal tract was further investigated in
H. Glaber and C. damarensis17, measuring the
relative rates of transport of radioactive
markers, the mode of calcium uptake (Ca), the
para-cellular movement and the opening of
voltage sensitive Ca channels throughout the
gastrointestinal tract. The relative absorption
ratio of 45 Ca respect to the unabsorbable
marker (14C-polyethylene glycol) indicated that
more than 88% of the Ca in the diet had been
absorbed per day. The greatest absorption
occurred in the duodenum within 12 hours of
intake. The contribution of the large intestine
(caecum and proximal and distal colon) to total
Ca absorption was small (<11%). There was
only a passive uptake of45 Ca in the duodenum
(ratio serous: mucosa, S:M = 1). Active uptake
occurred in the hindgut (S:M> 2). The absorp-
tion of the distal intestine seems to play a role
secondary in the absorption of calcium.

Effects of oral administration of cholecal-
ciferol on intestinal absorption of calcium and
phosphate in mole rats
Oral supplementation with cholecalciferol18 to

naked mole rats did not improve the efficiency
of gastrointestinal absorption of these minerals,
but exerts indirect effects on mineral metabo-
lism by increasing food intake. This, in turn,
results in a concomitant increase in the daily
rate of absorption of calcium and phosphate.
The urinary excretion of calcium is reduced by
half, while the excretion of inorganic phosphate
does not change. The mineral balance is
positive, without any obvious pathology.
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Tabla 1. Metabolites of vitamin D3 reported by Pitcher et al.12 in control, vitamin D3
supplemented and sunlight exposed Damara mole rats.

Experimental groups
Metabolites Controls n=10 Vit D3† Sunlight exposure ‡
25(OH)D3, ng/ml <5 30±3 <5
1α,25(OH)2D3, pg/ml 12±2 35±2 25±3

Figures indicate the mean ± standard error.† 2.5 ng Vit D3 /g of food eaten;
n=5. ‡15 min/day/3 weeks,n=5.
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In fact, serum calcium and phosphate concen-
trations remain strictly regulated regardless of
vitamin D3 status. They concluded that the mi-
neral balance in naked mole rats is not directly
influenced by cholecalciferol administration.

Are mole rats “clinically” vitamin D deficient?
The reviewed evidence support the

hypothesis that mole rats have adapted to an
environment lacking UV radiation and vitamin
D3 intake, and can obtain enough calcium and
other minerals for their needs through proces-
ses not dependent on Vitamin D3.

The expression “vitamin D-deficient animals”
appears several times in the above quoted re-
ports. Two papers19,20 however, report that they
do not display the typical lesion of rickets:
hypertrophic growth cartilages at the end of
their long bones (Figure 2A). The report of

Henry et al.18 contain a series of radiographs
(Figure 2B) of male and female naked mole rats
(Heterocephalus glaber) that do not display the
typical lesion of rickets.

In agreement with the radiological images,
histological studies confirm the good quality of
bone tissue of adult mole rats bone19,20. The
growth plate at the epiphyses of long bones are
evident in a 2-year-old but is completely resor-
bed in older animals. This is clear evidence of a
well-structured remodeled trabecular bone that
extends from the metaphysis to the epiphysis.
Trabecular bone morphology is sustained in a
24-years-old naked mole rat; it shows mainte-
nance of trabecular connectivity and no trabe-
cular thinning. Very efficient bone remodeling
and maintenance of cortical bone quality was
observed. This long term remodeling allows
older animals to carry out the same activities
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Figure 2. A: Radiograph of hind limbs of a 6 weeks old rat,
made rachitic by feeding a rachitogenic diet. B: Radiographs
of naked mole rats (Heterocephalus glaber) of both sexes18.
Compare with A and note the absence of the typical lesion of
rickets.
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they did in their youth and may contribute to
sustained bone quality in breeding females that
continue to reproduce throughout their long
lives despite the high mineral demands of both
pregnancy and lactation. Cortical bone area
and density do not change with age.

The report of Gallagher et al.21 who treated
rachitic rats with 1α,25-(OH)2D3 gives some
probable explanation for the absence of hyper-
trophic growth plates: “At low levels (1 ng/day)
1α,25-(OH)2D3 sustained a healing response.
Above 5 ng/day administration of 1α,25-(OH)2
D3 resulted in an accumulation of osteoid, gi-
ving a histological appearance similar to vitamin
D deficiency“. The low levels of plasma 1α,25-
(OH)2D3 may explain, paradoxically, the ab-
sence of the typical rickets lesions in naked
mole rats. The presence of VDR in growth car-
tilage cells have been reported by Klaus et al.22.
As referred above, the serum levelsof
25(OH)D3 were undetectable and those of
1α,25(OH)2D3 were low. Vitamin D deficiency is
an identified condition among high-risk preg-
nant women23, though the effects of vitamin D
deficiency in human pregnancy are not entirely
known 24. Extrapolating these findings to the
mole rats it is evident that if they were clinically
vitamin D-deficient, their reproduction might be
severely impaired, which is not the case: domi-
nant female breeds continuously through the
year, producing approximately every 76 days
litters of up to 27 young, with a mean litter size
of 9±125. The dominant female could have
calvings with 1 to 27 pups. The average was 9.

The physiology of the mole rats points out
to two important questions: 1.- The mystery
of the synthesis of vitamin D in the obscurity.
2.-How normal physiological functions such as
reproduction and breeding are attained with
undetectable levels of 25(OH)D3 and low levels
of 1α,25(OH)2D3. It is likely that the explanation

resides in the affinity of 1α,25(OH)2D3 to the
vitamin D receptor (see Table 4).

Synthesis of vitamin D in mammals exposed
to UVB irradiation26

7-dehydrocholesterol, present in the skin, is
a precursor of both cholesterol and vitamin D3.
Normally, one square centimeter of skin con-
tains 25-50 μg of 7-dehydrocholesterol, suffi-
cient to meet the requirements of vitamin D3.
The skin is composed of two main layers: the
dermis, formed largely by connective tissue and
the epidermis, thinner. The epidermis is 80 to
600 microns thick, it has five cellular strata
(from outside to inside): corneal, lucid, granular,
spinous and basal. The highest concentrations
of 7-dehydrocholesterol in the skin are found in
the basal and spinouslayers.

The production of vitamin D3 will occur
mainly at the wavelengths effectively absorbed
by 7-dehydrocholesterol. The two most impor-
tant factors that govern the generation of pre-vi-
tamin D3 are the amount (intensity) and quality
(appropriate wavelength) of the UVB irradiation
that receives 7-dehydrocholesterol. During ex-
posure to sunlight, UVB 290-315 nm penetrates
the skin and is absorbed by proteins, DNA and
RNA, and 7-dehydrocholesterol. When epider-
mal 7-dehydrocholesterol absorbs solar radia-
tion (Figure 3), the double bonds of the
previtamin-D3 are activated to become vitamin
D3. 7-dehydrocholesterol exists mainly in the plas-
ma membrane of skin cells, associated with the
aliphatic chain of fatty acids linked to glycerides.

In this position, the flat and rigid structure of
7-dehydrocholesterol interspersed between the
tails of the glycerides is conditioned to become
the planar conformer of previtamin-D3 after
exposure to UVB radiation, which is rapidly
isomerized to vitamin D3.

Because vitamin D3 is thermodynamically
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Figure 3. Conversion of 7-dehydrocholesterol to pre-vitamin D3.
Redrawn from Wackerand Holick26.
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more stable and also more flexible, it is expelled
from the plasma membrane into the extracellu-
lar space and diffuses into the capillary bed of
the dermis where it binds to the vitamin D3
transport protein (DBP) for transport to the liver.
In approximately 8 hours, the previtamin-D3
of the skin is converted to vitamin D326,27.
The totality of vitamin D3 produced in the skin
binds to the DBP and remains in the circulation
2-3 times more than the one incorporated by
oral intake.

By exposure to sunlight only ca. 15% of
7-dehydrocholesterol can be converted to
previtamin-D3. Any additional exposure will
result in the conversion into lumisterol3 and
tachysterol3. Therefore, the excessive exposure
of a human being to the sun will not produce
vitamin D3 poisoning.

Its biosynthesis has two stages. The first
stage occurs in the skin and requires UV
irradiation. In a first step 7-dehydrocholesterol
is converted into previtamin D3, a second step
is the thermal isomerization to vitamin D3. In the
second stage, the liver transform cholecalciferol
into 25(OH)-vitamin D3, which will become
1α,25-(OH)2D3 in the kidney (Figure 4).

As shown in Figure 3, Vitamin D in nature
can only come from the sunlight-mediated
photolysis of 7-dehydrocholesterol to provita-
min D. Holick et al.27 published results of
experiments emphasizing the evolutionary
importance for the membrane enhancement of
the production of vitamin D3 in the skin of
poikilothermic animals: “As vertebrates evolved

in the fertile oceans and began to venture onto
the earth's surface, they were confronted with a
major problem. Whereas the fertile oceans
contained a high amount of calcium, thereby
satisfying their calcium requirement, the earliest
vertebrates on land ventured into an environ-
ment that was deficient in calcium. Vitamin D
was absolutely essential to enhance the
efficiency of the gastrointestinal track to absorb
dietary calcium to maintain a structurally sound,
mineralized skeleton. However, the first
terrestrial vertebrates were cold-blooded
(poikilothermic), and therefore, were faced with
a problem in making vitamin D in their skin”.

Living in the obscurity, can mole rats produce
vitamin D3 by a non-photochemical pathway?
Norman and Norman28 suggested four possible
mechanisms. It should be appreciated that their
proposal is based upon an understanding of
organic chemistry: there is as yet no evidence
to support their existence though they have
been shown to occur in other biological
systems. Their suggestions may serve as the
basis for discussion and study of the synthesis
of vitamin D3 in these animals.

The first example of an enzyme-catalyzed
pericyclic process came with the characteriza-
tion of chorismate mutase [which catalyzes the
(3,3)-sigmatropic rearrangement of chorismic
acid to prephenate in microorganisms]. Two
other mechanisms are described that depend
upon the enzymatic epoxidation of 7-dehydro-
cholesterol. A second enzyme could then ca-
talyze the opening of the epoxides by acid

196

Figure 4. Scheme of the second stage in the synthesis of
1α,25(HO)2D3 in mammals exposed to sunlight. Redrawn from
Wacker and Holick26.
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catalysis. In both mechanisms, the product of
the enzymatic process is previtamin D3, which
could then thermally isomerize to vitamin D3.
Taking into account that steroid biosynthesis
has been shown to proceed from squalene via
a selective enzymatic epoxidation, and acid-
catalyzed cyclization. It is appears reasonable
to assume that such pathways may have also
evolved in animals lacking access to light to ca-
talyze the conversion of 7-dehydrocholesterol
to previtamin D3. Their proposal invoke the
binding of previtamin D3 to enzymes that could
replace the effect of UVB radiation. The result
of enzyme binding is the formation of a complex
in which the attractive forces holding the com-
ponents together are generally non-covalent
and, thus, energetically weaker than covalent
bonds. The presence of the necessary enzy-
mes has yet to be demonstrated in the skin of
these animals.

Once formed, previtamin D3, a thermodyna-
mically unstable molecule, undergoes a tempe-
rature-dependent isomerization to vitamin D,
investigated by Holick et al.27. The temperature
requirement is satisfied by mole rats. According
Roberts 29 these animals do not use automatic
metabolic control means to regulate body tem-
perature. Their core temperature is in the range
of 29-32°C. Urison and Buffenstein 30 reported
that body temperature in early pregnancy was
similar to non-pregnant animals. Only at the 8th
week of pregnancy the body temperature was

2.5±0.6 °C greater than in non-pregnant mates.
Herold et al.31, through the implantation of an
intra-peritoneal radio-telemetry system, repor-
ted that the naked mole rat has a distinct body
temperature and activity rhythm that is not cou-
pled to environmental conditions. Under their
experimental conditions, body temperature ran-
ged from 30 to 32°C. The slow rate of conver-
sion of previtamin D3 to vitamin D3 in
cold-blooded vertebrates would have had di-
sastrous consequences because the vitamin D3
formation rate most likely would have been
below the rate of previtamin D3 degradation.

The case of the primates of the New World
A very brief overwiew on the serum levels of

1α,25(OH)2D3 in primates of the New World
(first 5 genus in Figure 5) shows the opposite
picture reported above for the vitamin D meta-
bolism of mole rats 32. Please note that the
levels of 1α,25(OH)2D3 are shown in a logarith-
mic scale.

A report by Ziegler et al. 32 (Table 2) confirm
the difference in the levels of blood metabolites
between New and Old World monkeys and
humans, using the most sensitive, specific and
reliable method available for measuring vitamin
D and its metabolites (liquid chromatography in
tandem with mass spectrometry (LC-MS/MS).
These methods are superior to the usual as-
says, which cannot distinguish between vitamin
D2, vitamin D3 and their hydroxylated forms.
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Figure 5.- Serum levels of 1α,25-dihydroxyvitanmin D in prima-
tes of theNew World (first five listed genus) and the Old World.
Redrawn from Gacadand Adams33.



Tabla 3. Serum concentrations of calcium, phosphorus, vitamin D metabolites and
parathyroid hormone in Rhesus monkeys and marmosets (Takahashi et al.34).

Plasma levels Rhesus monkeys (n=5) Marmosets (n=15)
Calcium, mg/dl 9.4±0.3 8.4±0.2†

Phosphorus, mg/dl 4.3±0.5 4.5±0.2†
25(OH)D3, ng/ml 50±4 478±108†

1α,25(OH)D3, pg/ml 93±17 491±93†
Parathyroid hormone ng/ml 0.23±0.06 1.75±0.2‡

Figures indicate the mean ± standard error.
† P<0.05 and ‡ P<0.005 when compared with rhesus monkeys, respectively.

Tabla 2. Plasma levels of 25-hydroxyvitamin D3 and 1α,25-dihydroxyvitamin D3 measured by
LC-MS/MS] in primates of the New and Old World. Ziegler et al. 32

Species Individuals 25(OH)D3, ng/ml 1α,25(OH)2D3,pg/ml
Marmoset Callithrix jacchus (NWm) 394.8±43.5 (25) 694.8±52.3 (25)
Rhesus Macaca mulata (OWm) 154.8±5.5 (25) 205.9±18.5 (25)

Cynomolgus Macaca fascicularis (OWm) 164.8±639 25) 192.8±14.9 (25)
Human Homo sapiens 57.0±6.6 (14) 55.3±6.1 (20)

Figures indicate the mean ± standard error (N). NWm: New World monkeys. OWm: Old World monkeys
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As shown in Table 3, compared with
the rhesus monkeys, marmosets are not
hypercalcemic though exhibit very high levels
of 25-hydroxyvitamin D3, 1α,25(OH)2D3 and
parathyroid hormone. Some histological details
of bone tissue are discussed below.

It is known that in higher vertebrates, renal
bio-synthesis of 1α,25(OH)2D3 is tightly
regulated by the circulating levels of calcium,
phosphorus, parathyroid hormone,estrogens,
1α,25(OH)2D3 and other peptide and steroid
hormones. All the factors involved in the
1α,25(OH)2D3 increased serum levels in the
marmosets have not yet been identified
(Takahashi et al. 34).

Relationship between the biological effects
of 1α,25(OH)2D3 and characteristics of its
receptor

1α,25(OH)2D3 (and many other steroid
hormones) generate biological responses both
by regulating gene transcription (the classic
genomic responses) and by rapidly activating a
variety of signal transduction pathways at or
near the plasma membrane (rapid or non-
genomic responses). The genomic responses

to 1α,25(OH)2D3 result from its stereospecific
interaction with its nuclear receptor which binds
1α,25(OH)2D3 with high affinity constant.

Immunohistochemical and physicochemical
characterization of 1α,25(OH)2D3 receptors.
Despite some differences in molecular weight
of VDRs, certain domains have conserved
structure and function. Antisera against the
chick avian protein display extensive cross
reactivity with the mammalians forms of the
protein35. An examination of the recognition
patterns of 3 monoclonal antibodies interacting
with the avian receptor revealed that only one
of them was unique for the chick protein, the
other two were equally reactive with receptors
from human, primate, porcine, rat and mouse
sources35,36. In addition, investigated with immu-
nochemical techniques, VDRs appears to be
identical in all tissues.

Extensive research has shown that
1α,25(OH)2D3 receptors sediment in high salt su-
crose gradients as molecules of 3.0 to 3.7 S 37,38.
The avian receptor sediments between 3.3-3.7 S
whereas mammalian receptors display lower
sedimentation coefficients 3.1-3.2 S 39,40. Once
isolated the protein from tissues or cell cultures



Tabla 4. Dissociation constants (Kd, nM) and their maximum ligand binding capacity (βmax, fmoles/mg
of protein) of the binding of 1α,25(OH)2D3 to its receptor in cells of several species.

References Species Tissue Kd βmax

Liberman et al.41 Marmosets Lymphocytes 2.20 7
Sergeev et al.15 Mole rats Intestinal mucosa 0.75 380

Kidney 0.18 80
Harderian glands 0.97 28

Skin <0.015 nd
Li et al.43 Homo Skin 0.22 nr

Costa et al.44 Homo Muscle, myoblasts 0.11 nr
Muscle, myotubes 0.08 nr

Liberman et al.42 Homo Lymphocytes 0.27 45
Norman AW45 Homo Not indicated ≈ 0.5 nr

Megoouh F et al.46 Homo Adenocarcinoma 0.15 10
Eisman et al.47 Homo MCF 7, breast cancer cell line 0.11 nr

Figures indicate the mean ± standard error (N). NWm: New World monkeys. OWm: Old World monkeys
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(leukocytes, skin fibroblasts) the following
characteristics can be determined. A) the
dissociation constant of the complex steroid-
receptor 40 (Kd; units: nM, the smaller the
dissociation constant value, the higher the affi-
nity between ligand and protein); B) the mini-
mum and maximum ligand binding capacities
(βmax, fmoles of 1α,25(OH)2D3/mg of protein),
and C) binding of the complex steroid-receptor
to DNA in vitro.

Comparison of the dissociation constant of
the complex receptor-1α,25(OH)2D3 and their
maximum ligand binding capacity between the
marmosets and mole rats.

Inspection of Table 4 reveals that differences
between the dissociation constant of the
complex receptor-1α,25(OH)2D3 and their
maximum ligand binding capacity between
marmosets and mole rats, which that appears
related to the differences in circulating levels of
the secosteroid.

The average Kd of marmosets is nearly ten
times larger than that for humans (0.24) with a
lower maximum binding capacity. In other terms
the affinity between 1α,25(OH)2D3 and the
receptor and the maximum binding capacity is
lower for marmosets than for humans. This
may be an argument to explain the health
status of marmosets with a vitamin D status
very different with that of humans. The case

of mole rats is not easy to evaluate with the
available data.

The marmoset is not hypercalcemic in spite
of the extremely high circulating levels of
1α,25(OH)2D3. The resistance to the high levels
of 1α,25(OH)2D3 was investigated by Takahashi
et al. 34 concluding that the intestinal epithelium
of the marmosets contain a receptor for the hor-
mone which was very similar to that from the
rhesus monkeys, but a) it was only one-sixth as
abundant in the marmosets as in the rhesus
monkeys, b) occupied receptors appear to be a
small fraction of the total number of receptors,
and c) the activity of the 1a,25(OH2D3-receptor
complex bound to DNA-cellulose was very low.

Yamaguchi et al.48, compared the bones
(X-rays and histological examinations) of
common marmosets fed a high vitamin D3
intake (110 IU/day/100 g of body weight) vs.
rhesus monkeys (Old World monkey) fed
a diet with normal vitamin D content
(5 IU/day/100 g of body weight). Three
out of 20 marmosets were found to have
osteomalacic changes in their bones distinct
increases in osteoid surface, relative osteoid
volume, and active osteoclastic bone
resorption, whereas non-osteomalacic
marmosets had no increase in osteoid
tissues in their bones. None of the marmosets,
either osteomalacic or non-osteomalacic, was
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Tabla 5. Summary of the nuclear uptake and cytosol binding of 1α,25(OH)2D3 by fibroblasts cul-
tured from human skin of normal subjects and six kindred suffering of vitamin D-dependent rickets
type II42.

Intact Normal fibroblasts Cytosol of fibroblasts
Affinity* Nuclear uptake, Affinity* Nuclear uptake,

nM sites per cell nM sites per cell
Normal subjects n=20 0.5 10300 0.13 8900

n=2 unmeasurable unmeasurable unmeasurable unmeasurable
n=1 decreased Decreased decreased Decreased
n=2 unmeasurable Unmeasurable ≈ normal ≈ normal
n=1 normal Normal normal Normal

*The method used probably solubilizes receptors from the cytosolic or nuclear compartments of
the cell.

Six kindred
with rickets
resistance
type II

hypercalcemic despite the extremely high
circulating levels of 1α,25(OH)2D3. However,
the serum 25(OH)D3 and 24R,25(OH)2D3 levels
were significantly lower in the osteomalacic
than in the non-osteomalacic marmosets.
These results suggest that the marmoset is
likely to exhibit osteomalacic bone changes
despite the high daily production of vitamin D3.
These changes resemble those in vitamin
D-dependent rickets, type II.

The vitamin D-dependent rickets type II49,
which occurs in humans and in marmosets,
points to the importance of the 1α,25(OH)2D3
receptor in mediating the biologic effects
of vitamin D50. The disorder is characterized
by rickets or osteomalacia, which is present
despite marked increases in circulating
1α,25(OH)2D3 and results from abnormalities
in the receptor for 1α,25(OH)2D3. Studies with
cultured skin fibroblasts demonstrated that
vitamin D-dependent rickets type II is a
heterogeneous disorder. Liberman et al.42

concluded that in spite of consanguinity, severe
resistance to 1α,25(OH)2D3 resulted from five
or six distinct genetic mutations in six kindreds
(Table 5).

Closing remarks
Nearly half of the papers quoted in this

review, reporting data of the mole rats and New
World monkeys, were published before 1998 by
investigators with easy access to these animals.

The plasma 1α,25(OH)2D3 levels of New
World monkeys is higher than that of humans
and Old World primates. At first sight, this datum
suggests end-organ resistance to the hormone.

However, the dissociation constant of VDR-
1α,25(OH)2D3 complex or the maximum ligand
binding capacity of VDR in mole ratsand New
World monkeys are distinctly different from the
receptors isolated from cell types obtained from
humans (Table 4). Health status (and survival)
of these species, then, appears to be due to
mutations in the VDR. For New World monkeys,
the necessary mutation is presumed to have
occurred approximately 60 million years ago42.

Though rare, as mutations may occur at any
time (Table 5), the message of this review to
clinicians may be stated as: regarding the
health status of a patient, the normality of
physiological functions is a better indicator than
the levels of vitamin D metabolites. In support of
this assertion I would like to call the attention of
the reader to a large, well-designed clinical Vida
Study designed to evaluate basic health history
with focus of cardiovascular conditions and
diabetes50.

The report of Durazo et al.50 and the literature
quoted therein (which includes the NHANES
2003-2005 study) show that robust compensa-
tory mechanisms exist that create tolerance for
wide variation in plasma concentrations of
25(OH)D across populations. Concern there-
fore exists as to whether relatively low concen-
trations are associated with adverse health
effects (see Table 7), a fact that explains the
inclusion of the word “challenge” in the title of
Durazo et al. paper50.

Inspection of Table 6 confirms the correlation
between latitude (directly related to UV irradia-
tion) and the average plasma concentration of
25(OH)vitamin D3.
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Tabla 6. Serum 25(OH)Vitamin D3 *, Erythema index‡ and Melanin index‡ values in populations
of African origin at different latitudes (Durazo et al., 2014)

SERUM 25(OH)D3 SKIN COLOUR
City, country, latitude N ng/ml N E-index M-index
Chicago, USA, 41° N 323 16.5±7.6 235 96.3±10.9 21.0±4.0
Cape Town, South Africa, 34°S 452 23.2±8.1
Kingston, Jamaica, 17°N 238 28.9±7.1
Kumasi, Ghana, 6° N 490 29.8±6.8 148 66.6±15.1 19. 4±6.4
Victoria, Seychelles, 4°S 419 29.2±7.8

*25(OH)Vitamin D3 values exclude 25(OH)Vitamin D2 and 3-epimer of 25(OH)Vitamin D3.
‡ Measurements of these indexes were performed in the axillary fossa, a sun non exposed area.

Figure 6. Distribution of plasma values of 25(OH)
vitamin3 (expressed as weighted relative frequencies),
in subsamples of subjects from Kumasi (Ghana) and
Chicago (USA).

Tabla 7. Prevalences of three levels of total plasma 25(OH) vitamin D* in a sample of inhabitants
of Chicago (USA) and Kumasi (Ghana). (Durazo et al., 2014).

City At risk of deficiency,% At risk of inadequacy,% Sufficiency,%
<12 ng/mL ≥12 ng/mL and <20 ng/mL ≥20 ng/mL

Chicago, USA, n=497 28.8 39.8 31.4
Kumasi, Ghana, n=494 0.2 4.6 95.2

*Total 25(OH)vitamin D is the sum of 25(OH)Vitamin D3 , 25(OH)Vitamin D2 and 3-epimer of
25(OH)Vitamin D3.
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Resumen
La diabetes es una enfermedad crónica

asociada con importantes comorbilidades. El
sistema esquelético parece ser un objetivo
adicional de daño mediado por diabetes. Se
acepta que la diabetes tipo 1 y tipo 2 se
asocian con un mayor riesgo de fractura ósea.
Varios estudios han demostrado que los
cambios metabólicos causados por la diabetes
pueden influir en el metabolismo óseo disminu-
yendo la calidad y la resistencia del hueso. Sin
embargo, los mecanismos subyacentes no se
conocen por completo pero son multifactoriales
y, probablemente, incluyen los efectos de la
obesidad, hiperglucemia, estrés oxidativo y
acumulación de productos finales de glicosila-
ción avanzada. Estos darían lugar a un dese-
quilibrio de varios procesos y sistemas: forma-
ción de hueso, resorción ósea, formación y
entrecruzamiento de colágeno. Otros factores
adicionales como la hipoglucemia inducida por
el tratamiento, ciertos medicamentos antidiabé-
ticos con un efecto directo sobre el metabo-
lismo óseo y mineral, así como una mayor
propensión a las caídas, contribuirían al
aumento del riesgo de fracturas en pacientes
con diabetes mellitus. Esta revisión tiene como
objetivo describir los mecanismos fisiopatológi-
cas subyacentes a la fragilidad ósea en pacien-
tes diabéticos.
Palabras clave: diabetes mellitus, osteoporo-
sis, fracturas óseas.

Abstract
MECHANISMS INVOLVED IN THE BONE
FRAGILITY IN DIABETES MELLITUS

Diabetes is a chronic disease associated
with important comorbidities. The skeletal
system seems to be an additional target of
diabetes mediated damage. It is accepted that
type 1 and type 2 diabetes are associated with
an increased risk of bone fracture. Several
studies have shown that metabolic changes
caused by diabetes can influence bone
metabolism by decreasing bone quality and
resistance.
However, the underlying mechanisms are not
completely known but they are multifactorial
and probably include the effects of obesity,
hyperglycemia, oxidative stress and accumula-
tion of advanced glycosylation end products.
These would lead to an imbalance of several
processes and systems: bone formation, bone
resorption, formation and collagen cross-
linking. Other additional factors such as
treatment-induced hypoglycemia, certain
antidiabetic medications with a direct effect on
bone and mineral metabolism, as well as an
increased propensity for falls, would contribute
to the increased risk of fractures in patients with
diabetes mellitus. This review aims to describe
the pathophysiological mechanisms underlying
bone fragility in diabetic patients.
Key words: diabetes mellitus, osteoporosis,
bone fractures.
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Introducción
La diabetes mellitus (DM) es una enferme-

dad crónica asociada con importantes comorbi-
lidades. En América Central y del Sur se
calcula que entre 21,7 y 31,9 millones de
personas adultas tenían diabetes en 2017.1

En nuestro país, la 3a Encuesta Nacional de
factores de riesgo demostró que la prevalencia
de DM en mayores de 18 años fue del 9,8%
en 2011.2

Se ha estimado que una de cada tres muje-
res y uno de cada cinco varones mayores de
50 años experimentarán una fractura osteopo-
rótica durante su vida.3

Recientemente, varios estudios epidemioló-
gicos han demostrado que el sistema muscu-
loesquelético puede afectarse por la DM. El
efecto que la DM presenta sobre el tejido óseo
es diferente en diabetes tipo 1 (DM1) y diabe-
tes tipo 2 (DM2), a causa de diferentes factores
que producen alteración del tejido óseo. En la
presente revisión abordaremos la epidemiolo-
gía de las fracturas por fragilidad en pacientes
con diabetes, tanto DM1 como DM2, y los
mecanismos patogénicos involucrados.

Epidemiología
Densidad mineral ósea y fracturas en DM1
Se ha establecido una clara asociación entre

DM1, osteopenia y osteoporosis. La DM1
aumenta el riesgo de fracturas clínicas de 1 a 2
veces en la columna vertebral, 1,5 a 2,5 veces
en la cadera y 2 veces en el radio distal.4 Un
meta-análisis demostró una reducción signifi-
cativa del puntaje Z en pacientes con DM1 en
comparación con pacientes sin diabetes, tanto
en cadera (media -0,37) como en columna lum-
bar (media -0,22).5 Sin embargo, el incremento
del riesgo de fractura, particularmente las
fracturas de cadera, es mucho mayor que el
esperado en función del descenso de la DMO,
lo que implicaría factores adicionales involucra-
dos. Un estudio de casos y controles de 82
pacientes con DM1 y 82 pacientes sin diabetes
demostró que la presencia de fracturas verte-
brales (FxV) morfométricas se asocia a la
presencia de DM1 y no la DMO de columna
lumbar.6 A la fecha, no se ha publicado
ningún estudio lo suficientemente potente que
examine la capacidad de la DMO para predecir
fracturas en DM1.

Densidad mineral ósea y riesgo de fracturas
en DM2
El efecto de la DM2 sobre la DMO es con-

trovertido. Algunos meta-análisis demostraron

una DMO normal tanto en cadera como en
columna lumbar en pacientes con DM2. Sin
embargo, se ha observado un incremento del
riesgo de fracturas en algunos estudios,7 pero
no en todos.8 Un meta-análisis de Janghorbani
y col. describió un incremento del riesgo de
fracturas no vertebrales (RR 1.2; IC95% 1.01-
1.5).9 Otro meta-análisis demostró que la DM2
se asoció con un incremento del riesgo de
fracturas de cadera (OR 1.296; IC95% 1.069-
1.571).10 Vestergaard informó un aumento del
riesgo relativo de fractura de cadera (RR 1.38,
IC95% 1.25-1.53) en pacientes con DM2.5 Esto
contrasta con un RR 0,7 esperado (es decir, un
riesgo 30% menor) basado en el grado de ele-
vación de la DMO en la DM2. Los resultados
analizados agrupadamente de tres estudios
observacionales demostraron que el riesgo de
fractura para cualquier puntaje T de cuello
femoral aumentaba en pacientes con DM2 en
comparación con controles.11 Esto pone de
relieve la dificultad de confiar solo en la DMO
para evaluar el riesgo de fractura en DM2.

Los reportes sobre la asociación entre la
DM2 y las fracturas vertebrales han sido
contradictorios.12

Mecanismos implicados en la fragilidad
ósea en la diabetes

La DM puede incrementar la fragilidad del
hueso afectando negativamente la competen-
cia de la matriz mediante la glicosilación del
colágeno, dañando la microarquitectura ósea,
alterando el remodelado, incrementando la
adipogénesis de la médula ósea o afectando
los procesos que concluyen en la mineraliza-
ción de la matriz ósea. El propósito de esta
descripción narrativa es explorar la compren-
sión actual de algunas vías fisiopatológicas
involucradas en la fragilidad ósea observada en
pacientes con diabetes mellitus.

Hiperglucemia
La hiperglucemia, resultante de una deficien-

cia de insulina o de su acción, tiene un efecto
perjudicial, directa o indirectamente, sobre el
hueso. In vitro se ha demostrado un efecto
negativo directo de la hiperglucemia sobre los
osteoblastos.13 La hiperglucemia aguda y la
hiperosmolaridad resultante suprimen la expre-
sión de osteocalcina14 y otros genes implicados
en la maduración de osteoblastos.15 La hiper-
glucemia crónica regula negativamente la
expresión del gen de la osteocalcina y la
absorción de calcio por los osteoblastos.16 La
acidosis inducida por la hiperglucemia también
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podría incrementar la resorción ósea. La hiper-
glucemia y el estrés oxidativo podrían influir en
la diferenciación de las células madre mesen-
quimales favoreciendo la adipogénesis sobre
la osteogénesis.17 Un modelo de DM en rato-
nes demostró reducción en los marcadores de
formación (osteocalcina y osteoprotegerina) y
un incremento de los marcadores de resorción
ósea IL-6 y RANKL en médula ósea y sangre.18

Sin embargo, otro estudio in vitro demostró que
la osteoclastogénesis se suprime en condicio-
nes de hiperglucemia e hiperinsulinemia.19 Por
lo tanto, los osteoblastos y osteoclastos se ve-
rían afectados por la hiperglucemia. También
se demostró que la alteración en la maduración
osteoblástica causada por la hiperglucemia
daría lugar a un estado de resistencia a los
efectos de 1,25-hidroxivitamina D3 a través de
una regulación a la baja de los receptores de
vitamina D.20

Otro efecto indirecto de la hiperglucemia es
la glucosuria que incrementa la calciuria gene-
rando un balance corporal negativo de calcio e
incrementando la pérdida ósea.21

La relación entre hiperglucemia y riesgo de
fractura no parece ser lineal.22 Tampoco se ha
establecido una relación entre HbA1c y el riesgo
de fracturas.23 El control glucémico deficiente
se asoció a un mayor riesgo de fracturas y
algunos estudios observacionales sugieren que
un nivel de HbA1c inferior a 8% podría reducir el
riesgo de fracturas en los pacientes con DM.24

Hipoglucemia
Una mayor frecuencia de hipoglucemias

severas inducidas por insulina, que derivan
en un incremento en la frecuencia de caídas,
podría ser el mecanismo involucrado entre
hipoglucemias y fracturas. Una mayor inciden-
cia de fracturas ha sido reportada en pacientes
tratados con insulina.25 Se ha reportado que la
mitad de los pacientes que han experimentado
hipoglucemias severas presentan fracturas de
cadera dentro de los dos años.26

Insulina
La insulina estimula directa e indirectamente

la proliferación y diferenciación de osteoblas-
tos, inactiva p27 (responsable de la osteoclas-
togénesis), promueve la síntesis de colágeno e
incrementa la captación de glucosa.27

El efecto directo se produce por la estimulación
del receptor de insulina (RI) que da lugar a la
activación del sustrato de receptor de insulina
(SRI), seguidos por la activación de las vías
intracelulares MAPK y PI3-K/Akt, ambas nece-

sarias para el crecimiento, diferenciación y
supervivencia osteoblástica.28,29 Los preosteo-
blastos expresan el subtipo RI-A, los osteoblas-
tos maduros, el subtipo RI-B, y la relación
RI-B:RI-A aumenta progresivamente a lo largo
de la diferenciación osteogénica de los precur-
sores mesenquimatosos.30 Varios datos recien-
tes sugieren que estos efectos sobre la diferen-
ciación osteoblástica estimularían la produc-
ción de osteocalcina que, a su vez, estimularía
la secreción de insulina y una mayor sensibili-
dad a la insulina en músculo esquelético.31

La insulina también puede afectar la función
osteoclástica indirectamente a través de las
vías de señalización osteoblástica. Particular-
mente, se necesita el SRI-1 para generar facto-
res de diferenciación osteoclástica como el
ligando del receptor activador del factor nuclear
κB (RANKL) y el factor de diferenciación de los
osteoclastos (FDO).32 Un estudio con clamp
hiperinsulínico-euglucémico demostró que la
insulina suprime la resorción ósea (CTX) y
disminuye los niveles de osteocalcina total y
descarboxilada. Estos hallazgos podrían suge-
rir que la insulina actuaría como un agente
anabólico para el metabolismo óseo al cambiar
el equilibrio a favor de la formación de hueso
sobre la resorción.

Los efectos indirectos estarían mediados por
el control de la glucemia y sus efectos sobre la
hormona paratiroidea, IGF-1 y vitamina D.34

En DM1, las deficiencias de insulina e IGF-1,
presentes desde el momento del diagnóstico,
dan lugar a alteraciones en la formación ósea,35

mineralización y microarquitectura ósea, redu-
ciendo el pico de masa ósea. En un modelo de
DM inducida por estreptozotocina en ratas se
demostró que la terapia con insulina restauró
las alteraciones en las funciones osteoblásticas
y osteoclásticas.36 En consonancia, un estudio
en 62 pacientes con DM1 de reciente diagnós-
tico demostró que la insulinoterapia intensi-
ficada durante 7 años se asoció con estabili-
zación de la DMO en todos los sitios.37 En DM2,
el hiperinsulinismo asociado a resistencia a la
insulina incrementa la masa ósea a través de la
formación ósea a través de receptores de
superficie SRI-1 y SRI-2 en osteoblastos y
mediante la reducción de la concentración de
globulinas transportadoras de hormonas,
incrementando las concentraciones libres de
estradiol y testosterona.38

Factor de crecimiento insulino-símil 1 (IGF-1)
El IGF-1 es una proteína que se une al
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receptor de IGF-1 y, con menor afinidad, al
receptor de insulina. El IGF-1 incrementa la
deposición de matriz ósea al disminuir la degra-
dación de colágeno tipo 1 e incrementar el
reclutamiento de osteoblastos. Asimismo, los
osteoblastos expresan el receptor de IGF-1 en
su superficie. Diversos estudios experimentales
en animales han demostrado que IGF-I modula
la mineralización ósea, el crecimiento óseo
lineal y transversal. Se ha constatado una
relación entre IGF-1 y DMO.40

Los adolescentes con DM1 presentan meno-
res niveles de IGF-1 en comparación con suje-
tos sanos; un diagnóstico a temprana edad y
un mal control metabólico predicen valores
bajos de IGF-1.41 Estudios in vivo demostraron
que las acciones estimulantes de IGF-1 sobre
los osteoblastos se ven atenuadas por altas
concentraciones de los productos de glicosila-
ción avanzada.42,43 Los niveles bajos de IGF-1
se asocian con una menor DMO femoral y de
columna lumbar en pacientes con DM1. En dos
estudios se demostró que los niveles de IGF-1
se asocian inversamente con FxV en mujeres
DM2 posmenopáusicas independientemente
de la DMO.44,45 Finalmente, los niveles eleva-
dos de la proteína transportadora de IGF-1
(IGFBP-I) han sido asociados con un incre-
mento del riesgo de fracturas independiente-
mente de los niveles de IGF-1 e IMC.46

Sistema incretina
Este sistema incluye varios péptidos, aun-

que el 90% de los efectos fisiológicos se deben
al péptido insulinotrópico (glucose-dependent
insulinotropic peptid [GIP]) dependiente de
glucosa y al péptido similar al glucagón tipo 1
(glucagon-like peptide-1 [GLP-1]). Los niveles
de GIP se encuentran normales o incluso
elevados en pacientes con DM2; sin embargo,
los niveles de GLP-1 estimulados por las
comidas se encuentran considerablemente
reducidos en pacientes con intolerancia a la
glucosa o DM2.

A nivel óseo, GIP estimula la proliferación
osteoblástica, incrementa la expresión de
colágeno tipo I y la actividad de la fosfatasa
alcalina. También inhibe la actividad osteoclás-
tica, aunque la evidencia sobre potenciales
efectos antirresortivos es inconsistente.47 Sin
embargo, un estudio donde se evaluaron los
marcadores de recambio óseo en 12 pacientes
varones sanos tras la realización de una
prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG)
versus una infusión de glucosa endovenosa
isoglucémica (IGEI) demostró que tras la

PTOG se redujeron un 50% los niveles séricos
de CTX y solo un 30% tras la IGEI. El pico
plasmático máximo de GIP predijo significativa-
mente el nadir de CTX. No se constataron
cambios en los niveles del propéptido amino-
terminal del colágeno tipo I (PINP). Estos
hallazgos indicarían que las hormonas intesti-
nales, especialmente el GIP, tendrían un efecto
agudo sobre el remodelado óseo dando lugar a
una disminución de la resorción ósea.48

El GLP-1 interactúa directamente con osteo-
blatos. Incluso podría inducir diferenciación
osteogénica en hueso, ya que se ha descripto
la expresión de su receptor en células madre
derivadas de tejido adiposo.49 Se demostró que
GLP-1 incrementa la masa ósea trabecular y la
expresión de marcadores osteoblásticos en
ratas con diabetes.50 Un estudio aleatorizado
en mujeres con obesidad ha reportado un
efecto positivo de los agonistas de GLP-1 en la
formación ósea y prevención de la pérdida
ósea asociada al descenso de peso.51 Los
mecanismos subyacentes no se han esclare-
cido, aunque una explicación posible es que
el GLP-1R expresado en las células tiroideas
C promueven la secreción de calcitonina
inhibiendo, de esta manera, la resorción ósea.52

Metabolismo del calcio y vitamina D
La mayoría de los estudios han demostrado

que la insuficiencia de vitamina D es más
frecuente en pacientes con DM2. En un estudio
publicado recientemente donde evaluamos 108
pacientes con DM2 y 89 sin DM demostramos
que el grupo de DM2 presentó mayor propor-
ción de deficiencia de vitamina D respecto del
grupo control (50.9% vs. 28.1%, OR 2.7,
IC95%: 1.5-4.8; χ2 p=0,0013), mayor propor-
ción de deficiencia severa (6.5% vs. 1.1%) y
menor proporción de niveles óptimos de
25OHD (Figura 1), a expensas, preferente-
mente, de la elevada prevalencia de síndrome
metabólico y mayor IMC.53 Otros mecanismos
que explicarían la mayor deficiencia de
vitamina D son la predisposición genética
(DM1), la albuminuria concurrente (DM1
y DM2) o la elevada excreción renal de
metabolitos de la vitamina D y de sus proteínas
transportadoras.54

La poliuria inducida por hiperglucemia puede
causar una pérdida urinaria de calcio, fósforo y
magnesio, dando lugar a un desequilibrio en el
eje paratohormona (PTH)/vitamina D. Se ha
demostrado que los pacientes con DM2 pre-
sentan menores niveles de PTH y osteocalcina
y, consecuentemente, menor formación y
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Figura 1. Porcentaje de pacientes diabéticos tipo 2
(DM2) y controles (GC) según niveles de 25OHD.53

resorción ósea.55 Los reportes previos mostra-
ron que los pacientes con hipoparatiroidismo
primario tienen mayor DMO, reducción del
remodelado óseo y un aumento de los paráme-
tros morfométricos.56 Este bajo recambio óseo
reduce las propiedades mecánicas del hueso
debido a una acumulación de microdaños,
disminuyendo la calidad ósea. Esto explicaría
el mayor riesgo de FxV en mujeres con diabe-
tes y bajos niveles de PTH y osteocalcina.
En pacientes con DM1 se ha descripto mayor
hipercalciuria y, paradójicamente, un hipopara-
tiroidismo funcional durante momentos de mal
control glucémico que revierten parcialmente
con la mejoría de la glucemia.57

Varios estudios in vitro demostraron que
tanto la hiperglucemia58 como los AGE59

inhiben la secreción de PTH por las células
paratiroideas.

Obesidad
Se ha reportado que en mujeres sanas

premenopáusicas y posmenopáusicas la grasa
corporal total se correlaciona positivamente con
la DMO. La mayoría de los estudios respaldan
un menor riesgo de fracturas vertebrales, de
muñeca y de fémur proximal en adultos
obesos.60 Sin embargo, el riesgo no es menor
en todos los sitios del esqueleto; el riesgo de
fracturas de húmero proximal (RR 1.28), de
pierna (OR 1.7) y de tobillo (OR 1.5) es
mayor.61,62 Un gran número de fracturas de
bajo trauma ocurren en hombres y mujeres con
sobrepeso y obesidad, siendo similar la preva-
lencia de fracturas de bajo trauma en mujeres
obesas y no obesas.63 Por lo tanto, la obesidad
no protege completamente contra el riesgo de
fractura.

En la actualidad, la obesidad se considera
una afección inflamatoria sistémica debido
a que el tejido adiposo secreta diversas

citoquinas proinflamatorias, principalmente,
interleuquina 6 (IL-6) y factor de necrosis tumo-
ral-α (TNF-α). El aumento de estas citoquinas
podría promover la actividad de los osteoclas-
tos y la resorción ósea mediante modificacio-
nes en la vía RANK/RANKL/osteoprotegerina
(OPG).64 La adiponectina es una adipocito-
quina expresada específicamente por el tejido
adiposo visceral, subcutáneo y de la médula
ósea. Se ha demostrado que los osteoblastos
presentan receptor de adiponectina y que esta
puede estimular su proliferación, diferenciación
y mineralización.65 El aumento de IL-6 y TNF-
α se asocia a una disminución en la producción
de adiponectina. Asimismo, la elevación de
estas citoquinas se asocia a resistencia a la
insulina, DM2 y aterosclerosis.66 Finalmente,
una ingesta elevada de grasas podría interferir
con la absorción intestinal de calcio y, por lo
tanto, disminuir su biodisponibilidad para la
formación de hueso.

Si bien los reportes de un mayor riesgo de
fracturas de húmero, pie y tobillo en pacientes
con DM2 serían consistentes con un efecto de
la obesidad per se, el mayor riesgo de fracturas
de cadera y muñeca en DM2 muestra un
patrón opuesto al observado en individuos
obesos, lo que indicaría una divergencia en los
mecanismos implicados. La obesidad podría
desempeñar un papel en la patogénesis de las
fracturas asociadas a la DM2 a través de
diferentes factores, como un mayor riesgo e
impacto de caídas, inmovilidad, inflamación,
insuficiencia de vitamina D, hipogonadismo (en
hombres) y efectos adversos del tejido adiposo
sobre el remodelado óseo.67,68,69 Un estudio
que examinó la relación entre la concentración
de adiponectina sérica, la distribución de grasa
corporal, la sensibilidad a la insulina, la insuli-
nemia y la tolerancia a la glucosa en indios
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Figura 2. Concentración de adiponectina en función de
insulinemia en ayunas. Círculos blancos: indios pima
no diabéticos. Círculos negros: caucásicos. Modificado
de Weyer C, Funahashi T, Tanaka S, et al. Hypoadipo-
nectinemia in obesity and type 2 diabetes: close
association with insulin resistance and hyperinsuline-
mia. J Clin Endocrinol Metab 2001; 86(5):1930-5.

pima y caucásicos demostró que la DM2 y la
obesidad se asocian con hipoadiponectinemia
debido, preferentemente, a la hiperinsulinemia
o a la resistencia a la insulina o a ambas
(Figura 2).70 En consonancia, en otro estudio
se demostró una asociación inversa entre
adiponectinemia y riesgo de FxV en pacientes
masculinos con DM2.71

Inflamación
Tanto la DM1 como la DM2 se consideran

enfermedades inflamatorias. La susceptibilidad
a la DM1 implica una interacción compleja de
factores genéticos y ambientales, pero alguna
evidencia reciente sugiere que la inflamación
innata presenta un papel en su génesis. La in-
terleuquina-1 (IL-1) y el factor de necrosis tu-
moral-α (TNF-α) han sido involucrados en el
inicio de la DM1 y en el daño de células β pan-
creáticas, alterando la síntesis de insulina.
Ambas pueden promover la osteoclastogénesis
e incrementar la actividad osteoclástica por in-
ducción del RANKL y un efecto antiapoptótico
sobre estas células.72 También se demostró
que el TNF-α puede regular la baja RUNX2 y
osterix, incrementando la expresión de escle-
rostina y Dkk1.73

Se ha propuesto que una inflamación
crónica de bajo grado está involucrada en
los procesos patogénicos que causan DM2.74

La interleuquina-6 (IL-6), liberada por el tejido
adiposo, es una de las citoquinas relacionadas
con la obesidad y la DM2 y estaría implicada
en el incremento de la osteoclastogénesis.75

Médula ósea
Las células adiposas residen en la médula

ósea junto con los osteoblastos y sus precur-
sores mesenquimatosos comunes. La conver-
sión de la adiposidad medular es un fenómeno
fisiológico relacionado con la edad, que
consiste en la transformación de una médula
activa, hematopoyética, en una menos activa,
adiposa. La DM altera la composición celular
aumentando la adipogénesis de la médula
ósea y reduciendo la osteoblastogénesis.
También induce un remodelado microvascular
a nivel de la médula ósea responsable de
disfunción endotelial y reducción del número de
células madre.76 Un estudio realizado en muje-
res diabéticas y no diabéticas demostró una
relación inversa entre adiposidad de la médula
ósea y la DMO. En ese mismo estudio, la
presencia de fracturas y la DM se asoció a
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Figura 3. Posibles mecanismos implicados en la
inhibición de la osteoclastogénesis mediada por
hiperglucemia. Modificado de Wittrant Y, Gorin Y,
Woodruff K, et al. High d(+)glucose concentration
inhibits RANKL-induced osteoclastogenesis. Bone
2008; 42(6):1122-30.

menores niveles de ácidos grasos insaturados
y a mayores de ácidos grasos saturados.77

Músculo
La sarcopenia, tres veces mayor en sujetos

con DM2, incrementa el riesgo de caídas y
fracturas.78 La inflamación crónica, la reducción
de síntesis de proteínas musculares y el incre-
mento de la degradación proteica debido a
resistencia a la insulina podrían estar implica-
dos en su desarrollo. Un incremento en los
niveles séricos de pentosidina y la disminución
de IGF-1 son factores de riesgo independientes
de la sarcopenia en mujeres posmenopáusicas
con DM2.79

Complicaciones de la DM
Los pacientes con retinopatía, arteriopatía y

neuropatía presentan mayor riesgo de caídas
y pueden presentar alteraciones en la microar-
quitectura ósea. Se ha demostrado que los
pacientes con complicaciones microvasculares
muestran menor DMO volumétrica cortical,
mayor porosidad y menor espesor cortical a
nivel del radio.80

RANKL y osteoprotegerina
El ligando de receptor activador para el

factor nuclear κB (RANKL) es un factor clave
para la diferenciación de los precursores oste-
oclásticos en osteclastos multinucleados y para
la activación de los osteoclastos maduros. Las
especies de oxígeno reactivo (ROS) también

son cruciales para la osteoclastogénesis
inducida por RANKL.
La señalización de RANKL induce la expresión
de caspasa-3, una enzima necesaria para la
diferenciación de osteoclastos inducida por
RANKL. La diferenciación terminal de los oste-
oclastos se caracteriza por la adquisición de
marcadores fenotípicos maduros, como el
receptor de calcitonina (RCT), la fosfatasa
ácida resistente a tartrato (FART) y la capaci-
dad de reabsorber hueso. Un estudio in vitro
demostró que la exposición a niveles elevados
de glucosa inhibe la señalización mediada por
RANKL sobre células progenitoras de osteo-
clastos, inhibiendo la actividad de FART y la
expresión de RCT. Esto produciría una reduc-
ción en la producción de ROS e inhibición de
caspasa 3 y de la activación de factor nuclear
κB (Figura 3).81 Otro estudio in vitro realizado
en osteocitos demostró que la exposición a
productos de glicosilación avanzada disminuye
la expresión del ARMm y de la proteína RANKL
(véase el apartado “Sistema Wnt”).82

Sin embargo, los estudios en seres humanos
demostraron mayores niveles de RANKL. Se
ha documentado una menor DMO junto a nive-
les elevados de RANKL y osteoprotegerina
(OPG) en pacientes jóvenes con DM1.83 Los
niveles elevados de RANKL podrían asociarse
a un incremento inicial de la señalización
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osteoclástica, mientras que los niveles altos de
OPG podrían reflejar la respuesta del orga-
nismo a la señalización osteoclástica inversa
con la finalidad de mantener la masa ósea
funcional suficiente y promover el crecimiento
en niños y adolescentes. El efecto neto de
estas alteraciones sería un menor pico de
masa ósea en la adolescencia y mayor riesgo
posterior de fractura. La terapia con insulina
disminuiría los niveles de OPG, revirtiendo la
activación del sistema RANK/RANKL/OPG.84

Sistema Wnt
Se ha demostrado que la vía canónica de

señalización de Wnt desempeña un papel
importante en el control de la osteoblastogéne-
sis y la formación de hueso. Los ligandos Wnt
se unen al complejo receptor frizzled y a las
proteínas relacionadas con los receptores de
lipoproteínas de baja densidad LRP5 o LRP6
y estimulan la proliferación de osteoblastos.
Una cascada de eventos da como resultado la
activación intracelular y la translocación de
β-catenina al núcleo celular, uniéndose así a
factores transcripcionales y conduciendo a la
regulación positiva de la expresión de genes
diana.85 Los Wnt están regulados por varias
familias de antagonistas, como esclerostina y
Dickkopf-1, sintetizados principalmente por los
osteocitos. Dickkopf-1(DKK-1), producto del
gen DKK1, inhibe la vía de señalización de Wnt
y reduce la osteoblastogénesis.86,87 La escle-
rostina es un ligando del complejo LRP5/LRP6
y compite con Wnt evitando su unión y la
consiguiente activación de la vía (4).88

Se ha demostrado una reducción de la acti-
vidad de la vía Wnt/β-catenina en el hueso de
animales con diabetes inducida por estreptozo-
tocina debido al aumento de esclerostina y
DKK-1.89 Algunos estudios demostraron un
incremento en la expresión del gen de
esclerostina en modelos animales de DM1,90

mientras que otro estudio en un modelo animal
de DM2 no encontró tal asociación.91 Estudios
in vitro de osteocitos tratados con niveles
elevados de glucosa (22 mN) o con productos
finales de glicosilación avanzada demostraron
mayor expresión del ARNm y de la proteína
esclerostina, junto a una mayor apoptosis de
osteocitos.82 Por el contrario, se ha demostrado
que el tratamiento con anticuerpos antiescle-
rostina revierte la deficiencia de masa ósea e
incrementa la resistencia ósea en modelos de
animales con diabetes.92 La hiperglucemia y los
productos de glicosilación avanzada probable-
mente suprimen la formación de hueso al

aumentar la expresión de esclerostina en oste-
ocitos, mientras que los productos de glicosila-
ción avanzada suprimen la resorción ósea
al disminuir la expresión de RANKL. Ambos
procesos podrían ser la causa del bajo recam-
bio óseo en la DM. Además, la hiperglucemia y
los productos de glicosilación avanzada pueden
deteriorar el hueso cortical al inducir apoptosis
de osteocitos.

Algunos estudios han reportado un
incremento de los niveles de esclerostina en
pacientes adultos con DM1,93 pero no en niños
con DM1.94 Se reportaron niveles elevados
de esclerostina en pacientes adultos con
DM2 y prediabetes95,96 con una reducción de
β-catenina circulante (Figura 4).97 Otro estudio
en pacientes con DM2 demostró que los
marcadores de formación correlacionaron
negativamente con esclerostina, mientras que
los de resorción correlacionaron positivamente
con DKK-1. Además, DKK-1 tendría un efecto
directo sobre la osteoclastogénesis al disminuir
la expresión de RANKL o al aumentar la expre-
sión de osteoprotegerina. En el mismo estudio,
los niveles elevados de esclerostina y DKK-1
se asociaron a menor DMO.98

Los niveles de DKK-1 se asocian positiva-
mente con la glucemia en ayunas en pacientes
jóvenes con DM1.99 En DM2, la esclerostina
se correlaciona positivamente con la HbA1c y
con índices de resistencia a la insulina, y
negativamente con fosfatasa alcalina específica
de hueso. Los mecanismos por los cuales la DM
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Figura 4. Correlación univariada entre β-cate-
nina y esclerostina. Modificado de Gaudio A,
Privitera F, Battaglia K, et al. Sclerostin levels
associated with inhibition of the Wnt/β-catenin
signaling and reduced bone turnover in type 2
diabetes mellitus. J Clin Endocrinol Metab
2012; 97(10):3744-50.
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incrementa los niveles de esclerostina no se han
dilucidado aunque podría estar implicada la
PTH.

En contraste con varios estudios en mujeres
posmenopáusicas que demuestran una
relación entre niveles de esclerostina y riesgo
de fracturas, un estudio reciente en pacientes
con DM1 indicó que aquellos pacientes con el
tercil más elevado de esclerostina tenían un
81% menos riesgo de fracturas en compara-
ción con el tercil más bajo.100 Por otra parte, los
niveles elevados de esclerostina se asociaron
con fracturas vertebrales en pacientes con
DM2, independientemente de la DMO y del
remodelado óseo.45,101

El estrés oxidativo en los tejidos también
contribuiría a los efectos deletéreos de la DM
sobre el hueso. Se ha sugerido que el antago-
nismo de la señalización Wnt por el estrés
oxidativo en progenitores mesenquimatosos
desviaría la β-catenina del TCF-4 hacia
Forkhead box O (FOXO) daría lugar a una
menor osteoblastogénesis al desviar β-cate-
nina de la señalización Wnt (Figura 5).101,102

Conclusión
Existe evidencia creciente que demuestra

que ambos tipos de diabetes tienen un efecto

negativo sobre el hueso dando lugar a un
mayor riesgo de fractura. Aunque la hiperglu-
cemia y la acumulación de AGE tendrían un
papel preponderante, los diferentes mecanis-
mos actuarían colectivamente para afectar la
calidad ósea. Considerando estos datos, se
sugiere una detección sistemática de osteopo-
rosis en los pacientes con diabetes utilizando
las normativas actuales de osteoporosis.

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que
las fracturas pueden ocurrir con valores más
altos de DMO, especialmente en pacientes con
DM2. Un procedimiento sencillo consiste en
interrogar a los pacientes con DM sobre sus
antecedentes de fracturas. Es posible que la
mitad de sus fracturas sean por fragilidad ósea
y necesiten tratamiento antiosteoporótico.
Finalmente, es fundamental lograr un control
glucémico adecuado para reducir la incidencia
de hipoglucemias y complicaciones microvas-
culares y macrovasculares y así el número de
caídas y fracturas posteriores.

Conflicto de intereses: los autores declaran
no tener conflicto de intereses.
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Figura 5. Vía de señalización Wnt: balance entre expresión de genes FOXO y TCF. GF:
Growth factors. FOXO: Forkhead box O. LRP6/6: proteína relacionada con el
receptor de LDL-5/6. Dvl: Disheveled. TCF: factor de transcripción específico de
células T. -cat: -catenina. Complejo destructivo: GSK-3, CK-1 y pERK. Modificado
de Jin T. The WNT signalling pathway and diabetes mellitus. Diabetologia 2008; 51:
1771-1780.
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Resumen
El síndrome de Klippel-Feil (KFS) es un

grupo heterogéneo de malformaciones a nivel
vertebral que presentan un componente gené-
tico monogénico; se caracteriza por presentar
un defecto en la formación o segmentación de
las vértebras cervicales, que da como resultado
una apariencia fusionada. La tríada clínica con-
siste en un cuello corto, una línea de implanta-
ción baja del cabello y un movimiento limitado
del cuello. Presentamos el caso de un paciente
masculino de 17 años que manifiesta los hallaz-
gos clínicos y radiológicos de esta anomalía.
Palabras clave: síndrome de Klippel-Feil,
cuello corto, fusión cervical, implantación
capilar baja, escoliosis.

Abstract
KLIPPEL-FEIL SYNDROME: ABOUTACASE
IN ECUADOR

Klippel-Feil syndrome (KFS) is a heteroge-
neous group of vertebral malformations that
presents a monogenic genetic component,
characterized by a defect in the formation or
segmentation of the cervical vertebrae, which
results in a fused appearance. The clinical triad
consists of a short neck, a low hairline and a
limited movement of the neck. We present the
case of a 17 year-old male patient who presen-
ted the clinical and radiological findings of this
anomaly.
Key words: Klippel-Feil syndrome, short neck,
cervical fusion, low hairline, scoliosis.
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Síndrome de Klippel-Feil: a propósito de un caso en Ecuador
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Introducción
En 1912 Maurice Klippel y André Feil

describieron por primera vez el trastorno en un
francés de 46 años que tenía el cuello corto e
inmóvil con una fusión masiva de vértebras
cervicales y torácicas superiores.1,2 En 1986
Shaver y cols. informaron de una familia en la
que 31 individuos de 5 generaciones tenían el
síndrome de Klippel-Feil heredado en un patrón
autosómico dominante. El probando fue una
mujer de 24 años con pérdida auditiva neuro-
sensorial unilateral desde la adolescencia,
inclinación de la cabeza, escoliosis, anomalía
de Sprengel leve y asimetría facial. El examen
radiográfico mostró fusión C2-C3. Cinco de los
12 miembros de la familia afectados que se
examinaron mostraron pérdida de audición,
escoliosis con anomalía de Sprengel y asime-
tría facial.2

Las malformaciones se deben a una altera-
ción en la migración del tejido mesodérmico en

el momento de la formación de los discos cer-
vicales entre la tercera y cuarta semana de
desarrollo embrionario.3 El diagnóstico puede
sospecharse por la presencia de cuello corto y
ancho, implantación baja de la línea de cabello
posterior y reducción de la movilidad del
cuello. 2,4 Se realiza mediante radiografías a
nivel de la columna cervical donde se pueden
apreciar fusiones de las vértebras y otras
alteraciones óseas, como discos vertebrales
ausentes o hipoplásicos, pérdida de altura
del cuerpo de las vértebras y raramente
hemivértebra.5

Caso clínico
Se trata de un paciente masculino, producto

de primer embarazo; al momento del naci-
miento, la madre tenía 19 años. El embarazo
‒controlado por profesionales médicos‒ mostró
antecedentes de infección de tracto urinario
reiterados durante todo su transcurso, para lo
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cual recibió tratamiento con analgésicos, antipi-
réticos y antibióticos cuyos nombres no re-
cuerda. El nacimiento fue por parto eutócico sin
complicaciones. A través del test de Capurro
se estima una edad gestacional de 36 sema-
nas; el conteo APGAR fue: 7 al minuto y 9 a los
cinco minutos; peso: 2200 gramos, talla: 45
centímetros, perímetro cefálico: 31 centíme-
tros, perímetro torácico: 29 centímetros. Fue
dado de alta conjuntamente con su madre a las
48 horas de vida.

A los 8 meses de edad fue valorado por su
médico pediatra por dificultad al sentarse y con
presencia de desviación del cuello hacia la iz-
quierda, motivo por el cual se le realizó radio-
grafía dorsolumbar y se diagnosticó escoliosis
congénita (Figura 1).

El primer contacto con nosotros lo realizó a
la edad de 17 años referido al Servicio de
Genética por presentar talla baja para la edad
más escoliosis congénita. Al examen físico
presentaba: estatura de 1,49 cm, peso de 55
kilos, implantación baja del cabello posterior,
cuello corto (véase Figura 1), dificultad a la
rotación del cuello y escoliosis dorsolumbar. Se
realizaron exámenes complementarios como
radiografías de columna cervical, dorsal y

lumbosacra, donde se observó fusión de vérte-
bras cervicales, primeras dorsales y escoliosis
lumbar (Figura 2). Por este motivo se decidió
realizar tomografía axial computarizada de
columna, en la cual se puede observar: fusión
atlantoaxoidea con C1, fusión de cuerpos
vertebrales C5, C6 y C7 (Figura 3) y vértebras
lumbares con evidencia de hemivértebras
(Figura 4). La ecografía de abdomen y pelvis
reveló agenesia renal izquierda.

Se llegó al diagnóstico de síndrome de
Klippel-Feil ya que el paciente presentaba la
tríada clásica de esta enfermedad. Es evaluado
conjuntamente por un equipo multidisciplinario
conformado por genetistas, fisiatras, neurociru-
janos y traumatólogos, quienes recomiendan
natación tres veces por semana en sesiones de
30 minutos, utilización de medios físicos para
dolor de leve intensidad, control de función
renal cada 3 meses y además utilización de
analgésicos no esteroides cuando el dolor sea
moderado. Actualmente, el paciente continúa
con fisioterapia y analgésicos ya que el Servicio
de Neurocirugía no consideró necesaria la
intervención quirúrgica.
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Figura 1. Implantación baja del cabello
posterior y cuello corto.

Figura 2. Radiografía de vértebras lumbares
donde se evidencia escoliosis.
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Figura 3. Tomografía de vértebras cervicales
donde se evidencia fusión de cuerpos verte-
brales C5 a C7.

Figura 4. Tomografía de columna vertebral con
presencia de hemivértebras.

Discusión
Este síndrome comprende un grupo hetero-

géneo de casos en donde el patrón predomi-
nante es la fusión de 2 vértebras cervicales. Su
incidencia no se ha establecido, pero se cree
que afecta a 1 de cada 42 000 nacimientos
aproximadamente, aunque la prevalencia
puede ser mayor debido a su diagnóstico
erróneo.1,2 Presenta una tríada caracterizada
por cuello corto, línea de implantación capilar
posterior baja y rango limitado de movimientos
del cuello.2,3

La etiología no está totalmente aclarada, ya
que esta entidad consta de varios defectos en
la formación de segmentos cervicales. La
heterogeneidad de sus manifestaciones nos
orienta a alteración en distintas interacciones
de genes, o incluso entre genes y ambiente. Se
ha realizado la búsqueda de etiología genética
de este síndrome y se ha observado que usual-
mente son casos con patrón de herencia hete-
rogénea con varias deleciones descriptas: la
forma de fusión vertebral aislada es AR con

locus en 5q 11.2. Existen mutaciones demos-
tradas de genes GDF3 y GDF6 relacionados
con la génesis osteocartilaginosa (GDF: growth
differentiation factor).2,4

Las manifestaciones clínicas de estos defec-
tos en la formación ósea suelen ser dolor
cervical, radiculopatías, rango de movimientos
cervicales disminuido y anomalías espinales
siendo la más frecuente la escoliosis congé-
nita.2,5 Otros reportes asocian además anoma-
lías renales, malformaciones costales, sordera,
malformaciones cardiovasculares, asimetría fa-
cial, asimetría escapular y lesiones medulares
secundarias: inestabilidad occipitocervical o
atlantoaxial como hemiparesia, tetraparesia,
hiperreflexia, espasticidad, parestesias y dolor
referido.3,6 La severidad de los síntomas de-
pende del grado de deformidad: en los leves se
diagnostica únicamente por hallazgos radiográ-
ficos incidentales y estos no tienen ninguna
consecuencia para las actividades diarias,
mientras que aquellos en los que la deformidad
es mayor presentan síntomas incapacitantes y
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se asocian a estenosis cervical y compresión
medular.7,8

Se ha podido clasificar en 4 diferentes tipos
dependiendo del nivel en el cual se encuentre
la osificación. El tipo I tiene fusión total de las
vértebras cervicales hasta las dorsales supe-
riores, el tipo II se localiza en una o dos vérte-
bras cervicales, generalmente acompañado de
fusión occipitoatlantoidea y de hemivértebras.
El tipo III es la fusión cervical similar al trastorno
a nivel dorsolumbar y el IV, fusión cervical,
torácica superior, dorsal inferior o lumbar.2,4

Sobre la base de todo lo descripto, podemos
incluir a nuestro paciente en este síndrome ya
que presenta la tríada clásica, malformaciones
asociadas como la escoliosis congénita,
agenesia renal, y a partir de la evidencia radio-
gráfica de la fusión vertebral cervical y lumbar
correspondería al tipo IV.

El diagnóstico de este síndrome se sospe-
cha mediante la anamnesis y la valoración clí-
nica del paciente y se confirma posteriormente
mediante radiografía simple de columna cervi-
cal dorsal y lumbosacra. La resonancia magné-
tica7 permite una mejor visualización de las
osificaciones y además es útil para descartar la
asociación con otras anomalías congénitas.2,6

El tratamiento depende del grado de severidad
del defecto: en aquellos en quienes no hay
dolor cervical ni signos de compresión neuro-
lógica (como en nuestro caso), el tratamiento
consiste únicamente en la administración de
analgésicos y fisioterapia.2,3 En aquellos con
síntomas progresivos y defecto cervical mayor,

la cirugía es una opción debido a que tienen
mayor riesgo de lesiones considerables
(traumatismo espinal) con pronóstico poco
favorable; entre estas opciones se pueden
mencionar las artrodesis occipitocervical,
atlantoaxial, subaxial y vertebral (dependiendo
del nivel de fusión).8

Aspectos bioéticos
El paciente dio el visto bueno a los autores

de este trabajo para que se compartiera
su descripción en medios científicos, con la
condición de que se protegieran sus datos de
identidad y se respetara su integridad.
Conclusiones

El síndrome de Klippel-Feil es un trastorno
poco frecuente que comprende una serie de
malformaciones congénitas además de las
clásicas características que dificultan muchas
veces su diagnóstico a temprana edad.
El diagnóstico es clínico y radiográfico y su
manejo comprende seguimiento multidisciplina-
rio (genetistas, traumatólogos, neurocirujanos,
neurólogos, fisioterapistas, etc.) con el objetivo
de prevenir complicaciones neurológicas y
orgánicas a largo plazo. Según la severidad del
cuadro puede requerir desde fisioterapia y
analgésicos hasta reparación quirúrgica del
segmento vertebral fusionado.
Conflicto de intereses: los autores declaran
no tener conflicto de intereses.
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INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

El envío de un artículo a Actualizaciones en Os-
teología es considerado como una declaración tá-
cita de que no ha sido enviado a evaluar al mismo 
tiempo o aceptado para su publicación en otro me-
dio. En las directrices para la preparación de ma-
nuscritos, Actualizaciones en Osteología sigue 
los requisitos del Comité Internacional de Editores 
de Revistas Médicas (ICMJE) en la versión más re-
ciente disponible en http://www.icmje.org.

Los manuscritos deben ser preparados usan-
do Word, hoja A4 con márgenes de al menos 20 
mm, espacio simple, en tipografía Arial 10 u otra
de tamaño similar. El manuscrito -en español o 
en inglés- debe enviarse por correo electrónico a
actualizaciones@osteologia.org.ar. Las páginas 
deben estar numeradas consecutivamente em-
pezando por la que incluye el título. Abreviaturas 
y símbolos: sólo se deberán utilizar abreviaturas 
estándares, evitando su uso en el título y en el re-
sumen.
Los manuscritos que no se ajusten a los requisitos
de Actualizaciones en Osteología, incluidos su or-
ganización, estructura y !guras serán devueltos a los 
autores sin revisión.

La primer página debe contener: (a) Título del tra-
bajo en español e inglés, (b) título abreviado para
el encabezado de página, (c) nombre completo 
de los autores -subrayado el apellido-, (d) nom-
bre de las instituciones en la cual se desempe-
ña cada autor, (e) dirección de correo electrónico
de un autor, (f) sección de la revista a la que co-
rresponde el artículo y (g) con!icto de intereses.

Las secciones de la revista son: Artículos Origina-
les, Actualizaciones, Comunicaciones Breves, 
Casuísticas, Editoriales, Cartas al Editor.
Los Artículos Originales deben ser divididos en 
Introducción, Materiales y Métodos, Resultados y 
Discusión. Los títulos deben estar escritos en letra 
negrita. La extensión máxima del texto recomenda-
do es de 5.000 palabras y hasta 5 "guras y 5 ta-
blas. Se sugiere no incluir más de 50 referencias. 
Las Actualizaciones tienen una extensión máxima 
recomendada de 6.000 palabras y hasta 5 "guras y
5 tablas. Se sugiere no incluir más de 60 referencias. 
Para las Comunicaciones Breves y Casuísticas se 
sugiere un máximo de 3.000 palabras de extensión 
y hasta 4 "guras y 4 tablas. Se sugiere no incluir más 
de 30 referencias. La Casuística deben contener las 
siguientes secciones: Introducción, Caso Clínico y 
Discusión. 
Para cualquier tipo de artículo mencionado anterior-
mente, se debe incluir un resumen en español y en 
inglés sin incluir tablas o "guras, cada uno con una 
extensión máxima de 250 palabras. Además, se re-
quieren de 3 a 6 palabras clave en inglés y español.

AUTHOR GUIDELINES

Submission of a manuscript to “Actualizaciones 
en Osteología” is regarded as a tacit declaration 
that has not been submitted at the same time or ac-
cepted for publication elsewhere. In the guidelines 
for the preparation of manuscripts, “Actualizacio-
nes en Osteología” follows the requirements of 
the International Committee of Medical Journal 
Editors (ICMJE) in the most recent version available 
in http://www.icmje.org.

Manuscripts should be prepared using Word on A4 
paper with margins of at least 20 mm, simple spa-
cing, in letter font type Arial 10, or other of a 
similar size. The manuscript -in Spanish or 
in English- should be submitted by email to
actualizaciones@osteologia.org.ar. Pages must 
be consecutively numbered starting with the title 
page. Units of measurement: metric units should 
be used, with decimal points. Abbreviations and 
Symbols: only standard abbreviations should be 
used, avoiding them in the title and abstract. 
Manuscripts that do not conform to “Actualizacio-
nes en Osteología” requirements, including re-
quirements for manuscript organization, format, and 
!gure will be returned to the authors without review.

The !rst page must contain: (a) title of the work 
in Spanish and English, (b) abbreviated title for 
running head, (c) complete name of the authors
-the latter must be underlined-; (d ) name of the 
institutions in which they work, (e) address and
email of the corresponding author, (f) section of 
the journal to which paper corresponds; (g) con-
!ict of interest.

The journal sections include: Original Articles, 
Reviews, Brief Communications, Case Reports, 
Editorials, Letters to the Editor.
Original Articles should be divided into Introduction, 
Materials and Methods, Results and Discussion. Titles 
must be written in bold type. The recommended maxi-
mum text extension is 5,000 words and up to 5 "gures 
and 5 tables will be accepted. It is suggested not to 
include more than 50 references. Reviews have a rec-
ommended maximum text extension of 6,000 words 
and up to 5 "gures and 5 tables will be accepted. It 
is suggested not to include more than 60 references. 
Brief Communications and Case Reports should 
have a recommended maximum of 3,000 words of 
text extension and up to 4 "gures and 4 tables will be 
accepted. It is suggested not to include more than 30 
references. Case Reports should be divided into Intro-
duction, Clinical Case and Discussion. 
For all type of article described previously, a 250-
word Abstract in Spanish and in English, not 
including tables or "gures, must also be included. 
Also, 3 to 6 key words in English and Spanish are
required. Authors who are not !uent in Spanish and, 
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En los Artículos Originales y Casuísticas deta-
llar la solicitud de consentimiento informado. Ade-
más se solicita se indiquen las normas y directri-
ces éticas y los métodos estadísticos utilizados 
(Originales).
Para las Cartas al editor y Editoriales se sugiere
un máximo de 1.000 palabras y se admitirán para 
las Cartas al Editor hasta 2 !guras o tablas. Se 
sugiere no incluir más de 10 referencias. Agrade-
cimientos: la ayuda técnica, el apoyo !nanciero 
y las contribuciones que no justi!can la autoría 
se pueden enumerar en este ítem. Con!icto de 
intereses: los autores deben revelar cualquier 
relación !nanciera que podría conducir a un con-
"icto de intereses en relación con el artículo pu-
blicado.

Las referencias deben ser numeradas consecutiva-
mente. Usar números en superíndices para indicar las 
referencias en el texto. Para las referencias seguir los 
siguientes ejemplos:
1. Revistas: Todos los autores serán incluidos si son 
seis o menos; si hay más de seis, el tercero será 
seguido de “et al”. Los títulos de las revistas deben 
abreviarse de acuerdo con el estilo usado en el Index 
Medicus (disponible en http://www.nlm.nih.gov). Los 
nombres de las revistas deben ir en itálica. Ejemplo: 
T Diab, Wang J, S Reinwald, Guldberg RE, Burr DB. 
Efectos de la combinación de tratamiento de raloxife-
no y alendronato en las propiedades biomecánicas de 
hueso vertebral. J Bone Miner Res 2011; 26: 270-6. 
2. Capítulo de libro: Rigalli A. Eutanasia. En: Rigalli A, 
Di Loreto VE (eds). Experimental Surgical Models in 
the Laboratory Rat. Boca Raton, Florida: CRC Press, 
2009, p. 31-2. 
3. Sitios Web: Organización Mundial de la Salud 
(OMS). The Stop TB Web Alert. (2000, Dec 6) http://
www.stoptb.org/updates/index.html

Las Tablas con sus respectivos títulos explicativos se 
presentarán al !nal del manuscrito numeradas en nú-
meros arábigos. Deben ser indispensables y compren-
sibles por sí mismas. No se utilizarán líneas verticales 
entre las columnas y sólo se emplearán líneas horizon-
tales en los siguientes casos: parte superior de la tabla, 
parte inferior del encabezado de la tabla y !nal de la 
tabla. En el texto manuscrito se indicará la ubicación 
aproximada con la leyenda “Insertar Tabla aquí”.

Las Figuras deben ser presentadas separadamente
del texto. El manuscrito sólo incluirá una leyenda ex-
plicativa. El formato requerido de imágenes es “.jpg o 
.tif” en calidad no menor de 300 dpi de resolución. No 
se aceptarán imágenes en archivos de Word ni Power 
Point. En las micrografías se debe indicar la escala 
o el aumento que se usó. Tener en cuenta que en la 
versión on line la imagen se mostrará a color, mien-
tras que en la versión impresa se observará en escala 
de grises. En el manuscrito se indicará la ubicación 
aproximada con la leyenda “Insertar Figura aquí”.

therefore, are not able to include the abstract and
keywords in this language, can submit the manu-
script without them.
In Original papers and Case Reports record in-
formed consent by patients. Ethical standards and 
guidelines followed will be indicated and statistical 
methods will be described (in Originals). 
Letters to the editor and Editorials have a recom-
mended maximum of 1000 words and for Letters to 
the editor up to 2 !gures or tables will be accepted. It 
is suggested not to include more than 10 references. 
Acknowledgments: technical assistance, !nancial 
support, and contributions that do not justify author-
ship may be listed. Con!ict of interest: authors must
disclose any !nancial relationship that could lead to a
con"ict of interest in relation to the published article.

References should be numbered consecutively. Use 
superscript numerals for references in the text. Refe-
rences should be mention according to the following 
examples:
1. Journals: All authors will be included if they are six 
or less; if more than six, the third one will be followed 
by “et al”. The titles of journals should be abbreviated 
according to the style used in Index Medicus (also 
available in http://www.nlm.nih.gov). The names of 
journals should be in italics. Example: Diab T, Wang 
J, Reinwald S, Guldberg RE, Burr DB. Effects of the
combination treatment of raloxifene and alendronate 
on the biomechanical properties of vertebral bone. J
Bone Miner Res 2011; 26:270-6. 
2. Books chapter: Rigalli A. Euthanasia. In: Rigalli A,
Di Loreto VE (eds). Experimental Surgical Models in 
the Laboratory Rat. Boca Raton, Florida: CRC press, 
2009, p. 31-2.
3. Web sites: World Health Organization (WHO). The 
Stop TB Web Alert. (2000, Dec 6) http://www.stoptb.
org/updates/index.html

Tables and its legends will be presented al the end of 
the manuscript numbered in Arabic numerals. They 
should be indispensable and comprehensible by them-
selves. No vertical lines between columns and horizon-
tal lines will be used, except in general three lines: one 
separating the Table title, another for the headings of 
the rest, and the last one indicating the end of the Ta-
ble. The manuscript text will indicate the approximate 
location with the legend “Insert Table here”.

Figures should be submitted separately from the 
text. The manuscript text will only include an ex-
planatory legend. The required format of images 
is “.jpg or .tif” no less than 300 dpi resolution. Im-
ages in Word !les will not be accepted. In the mi-
crographs the scale or magni!cation used must be 
indicated. Take into account that while in the online 
version the image is shown in color, in the printed 
version it will be presented in grayscale. The manu-
script text will indicate the approximate location 
with the legend “Insert Figure here”.
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Todos los artículos publicados en Actualizaciones en 
Osteología están sujetos a revisión por pares. La re-
visión se hace por un editor y al menos dos revisores 
con amplia experiencia en el tema. La identidad de los 
autores y revisores se mantiene con!dencial. El edi-
tor devolverá a los autores, sin pasar por el proceso 
de arbitraje aquellos manuscritos que no se ajusten 
a las normas de preparación o que no coincidan con 
los propósitos de Actualizaciones en Osteología. El 
tiempo de evaluación dura entre 30 y 60 días. El autor 
será noti!cado por correo electrónico de la aceptación 
(con o sin correcciones) o rechazo del manuscrito. La 
decisión es de!nitiva sin posibilidad de apelar. El Co-
mité Editorial se reserva el derecho de introducir, con 
conocimiento de los autores, todos los cambios de re-
dacción necesarios de acuerdo a reglas gramaticales 
y de diseño. Los trabajos aceptados serán devueltos a 
los autores con las modi!caciones solicitadas y se les 
concederá un período no mayor de 30 días para el en-
vío de la versión corregida. Después de la aceptación 
y el diseño del artículo, los autores dispondrán de 72 
horas para revisar la prueba de galera.

POLÍTICAS EDITORIALES

Actualizaciones en Osteología es una revista de 
Acceso Abierto. 
Costo de publicación: La publicación de artículos 
no tiene costo con excepción de las imágenes a co-
lor en caso de que esto sea requerido por los autores.
Derechos de autor. Actualizaciones en Osteología 
es la publicación o!cial de la Asociación Argentina 
de Osteología y Metabolismo Mineral (AAOMM) que 
posee los derechos de autor de todo el material pu-
blicado en dicha revista.
Responsabilidades éticas. Cuando se describan 
experiencias en seres humanos, los autores deberán 
indicar si los procedimientos realizados siguieron las 
normas éticas de un comité institucional o regional en
la experimentación con seres humanos, y de acuerdo 
con la Asociación Médica Mundial y la Declaración de 
Helsinki. Los autores también enviarán el modelo de 
consentimiento informado utilizado para el estudio. 
Cuando se describen experimentos con animales, se 
debe indicar si se siguieron los lineamientos de un 
Comité o Consejo sobre el cuidado y uso de animales 
de experimentación.
Duplicación/publicación redundante. Los autores 
son responsables de asegurar que el manuscrito -in-
cluyendo todos los datos, !guras y tablas- no ha sido 
publicado anteriormente. Además, es responsabili-
dad de los autores asegurar que el manuscrito no ha 
sido, ni será, sometido a evaluación por otra revista 
mientras está bajo revisión por Actualizaciones en 
Osteología. Los artículos originales que proporcionan 
nuevos datos de los estudios que han sido objeto 
de publicaciones anteriores deben evitar la super-
posición de los mismos y los autores deberán enviar 
información sobre todas las publicaciones previas al 
Editor responsable.

All articles published in Actualizaciones en Os-
teología are subject to peer review. The review is 
made by an Editor and at least two reviewers with 
extensive experience in the particular subject. The 
identity of the authors and reviewers is kept con!-
dential. The Editor will return to the authors, with-
out going through the arbitration process those 
manuscripts that do not conform to the standards
of preparation or that do not match the purposes
and orientation of Actualizaciones en Osteología. 
Evaluation time takes between 30 and 60 days. The 
corresponding author will be noti!ed by email on the 
acceptance (with or without corrections) or rejection 
of the manuscript. This decision is !nal. The Edito-
rial Committee reserves the right to introduce, to the 
authors’ knowledge, all editorial changes required 
by grammatical rules and layout needs. Accepted 
papers will be returned with modi!cations to authors 
for any corrections and they will be granted a return 
period of not more than 30 days. After acceptance
and layout, authors will be awarded 72 hours to re-
view the galley proof.

EDITORIAL POLICIES

Actualizaciones en Osteología is an Open Ac-
cess Journal. 
Page Fees: No charge for publication is required 
except for color !gures if requested by authors.
Copyright. Actualizaciones en Osteología is the 
of!cial journal of the Argentinean Association of 
Osteology and Mineral Metabolism (AAOMM), 
which holds copyright to all material published in 
the Journal. 
Ethical responsibilities. When experiments per-
formed in humans are described, authors must 
indicate whether the procedures performed fol-
lowed ethical standards of the (institutional or re-
gional) committee on human experimentation, and 
in accordance with the World Medical Association
and the Declaration of Helsinki. Authors must also 
send the informed consent model used for the 
study. When animal experiments are described, it 
should be indicated whether guidelines of an in-
stitution or research council on care and use of 
laboratory animals were followed.
Duplicate/Redundant Publication. The corres-
ponding author is responsible for ensuring that 
the manuscript -including all data, !gures, tables, 
and supplementary materials- has not been previ-
ously reported or published. Further, it is the re-
sponsibility of the corresponding author to ensure
that the manuscript has not been, and will not be, 
submitted to another journal while under review 
by Actualizaciones en Osteología. Original Articles 
providing new data from studies that have been 
the subject of previous publications must avoid 
data overlap and authors must provide informa-
tion on all previous publications to the Editor-in-
Chief.


