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Resumen
Objetivo. Evaluar el efecto del tratamiento con ácido zoledrónico e hidroxocobalami-
na sobre la microarquitectura ósea alveolar en ratones con periodontitis y osteoporosis 
inducidas. Métodos. Diseño experimental en fase preclínica. Se incluyeron 16 ratones 
hembras a quienes se les indujo osteoporosis mediante la ovariectomía total y también se 
indujo la periodontitis por inflamación por ligadura de seda negra 5/0 en el segundo mo-
lar maxilar, todos los protocolos fueron sometidos durante anestesia general. Los ratones 
se distribuyeron en 4 grupos: control, tratamiento con ácido zoledrónico, tratamiento 
con hidroxocobalamina y tratamiento combinado. A las 16 semanas, se realizó la autana-
sia, se realizó la disección para la evaluación mediante microtomografía; determinando la 
densidad mineral ósea (BMD), el volumen de hueso (BV/TV), espesor trabecular (Tb.
Th), número de trabéculas (Tb.N), separación trabecular (Tb.Sp); se realizó el análisis 
descriptivo y bivariado mediante ANOVA de 1 vía considerando un 95% de nivel de 
confianza. Resultados. El grupo que recibió tratamiento combinado de ácido zoledróni-
co e hidroxocobalamina presentó mayor densidad mineral ósea (DMO), mayor volumen 
óseo (BV/TV) y menor separación trabecular (Tb.Sp) en comparación con el grupo 
de control (p<0,05). Conclusiones. El tratamiento combinado de ácido zoledrónico e 
hidroxocobalamina mejora las características microarquitectónicas óseas en ratones con 
osteoporosis y periodontitis inducidas.

Palabras clave: Osteoporosis; Periodontitis; Pérdida de hueso alveolar; Ácido Zole-
drónico; Hidroxocobalamina (fuente: DeCS BIREME).

Abstract
Objective. Evaluate the effect of zoledronic acid and hydroxocobalamin treatment on 
alveolar bone microarchitecture in mice with induced periodontitis and osteoporosis. 
Methods. Experimental design in preclinical phase. Sixteen female mice were includ-
ed in which osteoporosis was induced by total ovariectomy and periodontitis was also 
induced by inflammation by 5/0 black silk ligation of the maxillary second molar, all 
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Introducción
La osteoporosis y periodontitis son enfermedades cró-
nicas, siendo la osteoporosis una enfermedad que se 
caracteriza por presentar menor densidad ósea y de-
terioro arquitectónico con mayor riesgo a fracturas 1; 
del mismo modo, la periodontitis es definida como la 
pérdida de inserción clínica, pérdida de hueso alveolar 
y profundidad al sondaje (Academia Americana de Pe-
riodoncia) 2. Ambas enfermedades comparten factores 
de riesgo, siendo la deficiencia de estrógeno el factor que 
incrementa la actividad de los osteclastos y con ello re-
ducción en la densidad mineral ósea 3.

Actualmente, existen estudios que indican la asociación 
entre ambas enfermedades; pero no se cuenta con un 
consenso sobre la direccionalidad; por lo que se han rea-
lizado diferentes estudios de investigación básica realiza-
dos en modelos animales y también estudios en investi-
gación aplicada de naturaleza observacional (transversal, 
casos y control, cohortes), sin ser conluyentes 3-7; sin 
embargo, poco se ha reportado con relación a los efectos 
del tratamiento periodontal sobre la osteoporosis o a los 
efectos de los antiresortivos sobre la salud oral 8,9. 

Se sabe que los bifosfonatos suelen ser fármacos em-
pleados en el tramiento de la osteoporosis, inhiben la 
actividad de los osteoclastos e incrementan la densidad 
mineral ósea, e incluso, en modelos preclínicos de os-
teoporosis, se ha reportado que algunos agentes pre-
sentan efectos analgésicos 10,11. Estos efectos analgésicos 
pueden ser atribuidos a la capacidad de reducir la pro-
ducción de sustancia P y neuropéptido relacionado al 
gen de la calcitonina (CGRP) y citoquinas inflamato-
rias (TNF-α) 12, e incluso se le atribuye la reducción en 
la expresión de receptores nociceptivos como CGRP y 
TRPV1 11.

Asimismo, se ha reportado que las vitaminas del com-
plejo B participan en la síntesis de ácidos nucleicos y 
proteínas, asi como moduladoras en la síntesis de algu-
nos neurotransmisores, ademas se les atribuye posibles 
efectos analgésicos y antineurálgicos, esencialmente la 
vitamina B12 que promueve la regeneración de fibras 
nerviosas dañadas 13. En el tratamiento periodontal, se 
ha observado que las vitaminas del complejo B mejora-

ron la cicatrización y los niveles de adherencia clínica 14 
y en la osteoporosis, la deficiencia de vitamina B12 está 
asociada con menor densidad mineral ósea y mayor riesgo 
de fracturas 15.

Por lo tanto, la asociación entre la periodontitis y os-
teoporosis, puden reducir la densidad mineral ósea; sin 
embargo se desconoce la influencia de la asociación de 
los antiresortivos con las vitaminas del complejo B so-
bre las características óseas; por ello, el presente estudio 
tiene como objetivo evaluar, el efecto del tratamiento 
con ácido zoledrónico e hidroxocobalamina sobre la mi-
croarquitectura del hueso alveolar en ratones con perio-
dontitis y osteoporosis inducidas. 

Materiales y métodos 
Estudio experimental en fase preclínica; en total, par-
ticiparon 16 ratones hembra de la Cepa C57BL/6 (8 
semanas, peso 35 ± 5 g), ambientados a temperaturas 
de 22ºC, se les brindó alimento y bebida a consumo li-
bre, ciclos de luz/oscuridad de 12 horas (4 días). Inicial-
mente los ratones fueron ambientados durante 5 días, 
luego los ratones fueron anestesiados por vía IP (keta-
mina 100mg/kg+xilazina 10mg/kg). La inducción de 
periodontitis 16 se realizó en el segundo molar superior 
izquierdo, utilizando seda negra 5/0 estéril, a nivel cer-
vical y con el nudo hacia la región palatina (Figura 1); la 
inducción de osteoporosis 3 se realizó mediante exéresis 
completa de los ovarios (Figura 2) inicialmente se depiló 
la región dorsal, se realizó una incisión de 10 mm, se 
expuso los ovarios, se realizó la exéresis en ambos lados 
(izquierda – derecha), finalmente se realizó la sutura por 
planos y se aplicó rifocina tópica (1 g/100 mL). Pos-
terior al procedimiento quirúrgico, los ratones fueron 
observados hasta la recuperación del estado de concien-
cia y se les administró tramadol (50 mg/kg subcutáneo, 
dósis única), además se diluyó paracetamol en la bebida 
para su libre consumo durante 3 días (0.47 mg/mL). A 
las 48 horas posteriores a la cirugía, los ratones fueron 
distribuidos en 4 grupos: grupo I: placebo (n=4); gru-
po II (n=4): ácido zoledrónico (dosis única 0.06 mg/kg, 
vía SC); grupo III (n=4): hidroxocobalamina (4 dosis 
de 1.7 mg/kg repetido cada semana, vía IP); grupo IV 
(n=4): ácido zoledrónico (dosis única 0.06 mg/kg, vía 

protocols were performed under general anesthesia. The mice were distributed into 4 
groups: control, treatment with zoledronic acid, treatment with hydroxocobalamin and 
combined treatment. At 16 weeks, euthanasia was performed, dissection was performed 
for evaluation by microtomography; determining bone mineral density (BMD), bone 
volume (BV/TV), trabecular thickness (Tb.Th), number of trabeculae (Tb.N), trabec-
ular separation (Tb.Sp); descriptive and bivariate analysis was performed using 1-way 
ANOVA with a 95% confidence level. Results. The group that received combined treat-
ment of zoledronic acid and hydroxocobalamin presented higher bone mineral density 
(BMD), higher bone volume (BV/TV) and lower trabecular separation (Tb.Sp) com-
pared to the control group (p<0.05). Conclusions. Combined treatment with zoledron-
ic acid and hydroxocobalamin improves bone microarchitectural features in mice with 
induced osteoporosis and periodontitis.

Keywords: Osteoporosis; Periodontitis; Alveolar Bone Loss; Zoledronic Acid; Hydroxo-
cobalamin. (source: MeSH NLM).
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SC) + hidroxocobalamina (4 dosis de 1.7 mg/kg repeti-
do cada semana, vía IP).

A las 16 semanas, los ratones fueron sometidos a euta-
nasia por sobredosis de ketamina (200 mg/kg) + xilazina 
(20 mg/kg) vía IP; luego se realizó la disección del maxi-
lar para su posterior evaluación mediante el micro-CT.

La evaluación de la densidad mineral ósea se realizó con 
el microtomografo (Skyscan 1272, Bruker®, Bélgica), 
considerando un tamaño de 10um; las imágenes fueron 
reconstruidas utilizando el software Nrecom (Bruker®, 
Bélgica), y el análisis mediante el software CT Analyzer 
(Bruker®, Bélgica). Se tomó como referencia los bordes 
proximales del segundo molar, el límite amelocemen-
tario y 1 mm hacia el área apical. Se evaluó la densi-
dad mineral ósea (BMD), el volumen de hueso (BV/
TV), espesor trabecular (Tb.Th), número de trabéculas 

(Tb.N), separación trabecular (Tb.Sp); las muestras fue-
ron codificadas para reducir el sesgo durante la lectura. 

Para el cuidado y manejo de animales de experimen-
tación, todo procedimiento fue realizado por personal 
calificado en el cuidado, manejo de animales y experien-
cia en protocolos quirúrgicos, siguiendo las recomenda-
ciones propuestas por el Instituto para la Investigación 
con Animales de Laboratorio (ILAR, 2010), además del 
cumplimiento del principio de las 3Rs: refinamiento, 
reducción y reemplazo; recomendaciones que se ajustan 
a la normativa vigente de la Ley de Protección de los 
animales (Ley N1 27265). 

Se realizó el análisis descriptivo y bivariado mediante 
ANOVA de 1 vía luego del cumplimiento de supuestos, 
considerando un nivel de confianza del 95% empleando 
el software estadístico de STATA (v17). 

Figura 1. Inducción de periodontitis mediante ligadura de seda negra 5/0.

Figura 2. Inducción de osteoporosis mediante ovariectomía.
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Resultados
En la tabla 1 se observa incremento de la densidad mi-
neral ósea (BMD) y el volumen óseo (BV/TV), obser-
vandose mejores resultados en el grupo que recibió el 
tratamiento combinado entre el ácido zoledrónico y la 
vitamina B 12 comparado con el grupo placebo. Del 
mismo modo, en la tabla 2 se observa incremento en 
el espesor trabecular (Tb.Th) y el número de trabécu-
las (Tb.N) sin diferencias significativas entre los grupos 
(p>0.05); sin embargo, al evaluar la separación trabecu-
lar (Tb.Sp), se observa que el grupo de la terapia com-
binada con ácido zoledrónico y vitamina B 12 presentó 
valores reducidos al compararlo con el grupo placebo 
(p<0.05). 

Discusión
En el presente estudio los ratones desarrollaron osteopo-
rosis inducida por ovariectomía y periodontitis inducida 
por inflamación, así mismo existe una tendencia en la 
que se observó que la microarquitectura del hueso alveo-
lar fue superior en el grupo que recibió la terapia combi-
nada de ácido zoledrónico y vitamina B12 en compara-
ción con el grupo control. Al respecto, no se cuenta con 
suficiente evidencia sobre la interacción entre ambos 
fármacos. Estudios in vitro realizados por Fiuza et al. 17 
indican que el risedronato, cobalamina y la asociación 
de ambas, no altera la proliferación celular, ni interfirere 
con la formación de nódulos minerales en un cultivo de 
osteoblastos. 

Tabla 1. Evaluación microtomográfica de la arquitectura ósea en hueso alveolar.

Grupos n Media DE
IC 95%

p*
Inferior Superior

BMD
(g/cm3)

Placebo 4 0,46 0,06 0,36 0.56 0,02

Ácido zoledrónico 4 0,60 0,19 0,30 0,90

Vit. B12 4 0,75† 0,09 0,61 0,90

Ácido zoledrónico + Vit. B 12 4 0,76† 0,14 0,54 0,98

BV/TV
(%)

Placebo 4 35,70 4,86 27,97 43,44 0,02

Ácido zoledrónico 4 46,28 13,63 24,59 67,98

Vit. B12 4 57,48† 7,16 46,09 68,86

Ácido zoledrónico + Vit. B 12 4 57,90† 10,50 41,18 74,61

BMD: Densidad mineral ósea, BV/TV: Vólumen óseo. *: Anova de 1 vía (p<0,05) †: Comparación de Bonferroni (p<0.05) con relación 
al grupo placebo

Tabla 2. Evaluación microtomográfica del trabeculado óseo en hueso alveolar.

Grupos n Media DE IC 95% p*

Inferior Superior

Tb.Th
(mm)

Placebo 4 0,09 0,02 0,06 0,12 0,115

Ácido zoledrónico 4 0,10 0,03 0,06 0,14

Vit. B12 4 0,11 0,00 0,11 0,12

Ácido zoledrónico + Vit. B 12 4 0,12 0,01 0,11 0,13

Tb.N
(1/mm)

Placebo 4 4,02 0,63 3,02 5,03 0,154

Ácido zoledrónico 4 4,57 0,50 3,78 5,36

Vit. B12 4 5,13 0,81 3,85 6,42

Ácido zoledrónico + Vit. B 12 4 4,72 0,56 3,83 5,61

Tb.Sp (mm) Placebo 4 0,14 0,01 0,13 0,15 0,016

Ácido zoledrónico 4 0,12 0,04 0,06 0,17

Vit. B12 4 0,07† 0,02 0,05 0,10

Ácido zoledrónico + Vit. B 12 4 0,08† 0,02 0,04 0,12

Tb.Th: Espesor trabecular, Tb.N: Número de trabéculas, Tb.Sp: Separación trabecular. *: Anova de 1 vía (p<0,05). †: Comparación de 
Bonferroni (p<0.05) con relación al grupo placebo
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Se reconoce que la periodontitis y la osteoporosis son 
enfermedades crónicas que al presentarse de manera si-
multánea, promueven una mayor destrucción del hueso 
alveolar; en el primer caso, provocada por el incremen-
to de los mediadores inflamatorios y la proliferación de 
bacterias periodontopatógenas; y en el caso de osteopo-
rosis, principalmente por la deficiencia de estrógenos, 
provocando incremento de los osteoclastos y también 
incremento de la homocisteína 18-20. La homocistei-
na es un aminoácido producto del metabolismo de la 
metionina, útil como biomarcador de enfermedad car-
diovascular y otras enfermedades degenerativas como el 
Alzheimer 21; en cuanto a la hiperhomocisteinemia, se 
ha asociado con mayor riesgo de producir osteoporosis 
y fracturas óseas, provocando una mayor diferenciación 
de osteoclastos por incremento del RANKL y disminu-
ción de la osteoprotegerina 22. Asimismo, la hiperho-
mocisteínemia reduce los niveles de fosfatasa alcalina 
esquelética y la osteocalcina 23, inhibe a los osteoblastos 
e incrementa las enzimas metaloproteínasas de la matriz 
(MMP), además reduce el flujo vascular óseo, reducien-
do esencialmente la densidad mineral ósea 24.

Se debe considerar que uno de los tratamientos para la 
osteoporosis corresponde a los bifosfonatos, los cuales 
evitan el deterioro óseo, reduciendo el riesgo de frac-
turas y complicaciones como el dolor y limitaciones 
funcionales 1,25; este tratamiento se complementa con 
vitamina D y calcio, que mejoran la densidad mineral 
ósea 26,27; así mismo, esta terapia puede beneficiar a la 
preservación del hueso alveolar. Al respecto, Polizos et 
al. 28 evaluaron los niveles séricos de homocisteína, fo-
lato y vitamina B12, en pacientes con enfemedad ósea 
de Paget, observando que disminuyeron los valores de 
homocisteína luego de la administración de una dosis 
única de ácido zoledrónico. 

Las vitaminas B12 y B9 son cofactores importantes en 
el metabolismo de la homocisteina, por lo que la ad-
ministración de cianocobalamina podría mantener una 
adecuada densidad mineral ósea, además se ha reporta-
do que incrementa la proliferación de osteoblastos 29. 
Además del efecto regulador en el tejido óseo, también 
se ha reportado el efecto analgésico de las vitaminas del 
complejo B (tiamina, piridoxina y cianocobalamina) fa-
cilitando la regeneración de las fibras nerviosas dañadas, 
estabilizando la excitabilidad nerviosa e interactuando 
inhibiendo el dolor 13. Por otra parte, los resultados so-
bre el rol de la administración de vitamina B12 sobre la 
densidad mineral ósea son contradictorios 30-33; además 
se cuenta con poca evidencia sobre el efecto de las altas 
dosis del complejo de vitaminas B (30). Asimismo, con 
relación a los beneficios logrados en lesiones orales, se ha 
reportado que la vitamina B12 facilita la cicatrización de 
las heridas y también mejora la salud periodontal 14,34, 
considerando que todas las variantes de la vitamina B12 
(metilcobalamina, adenosilcobalamina, hidroxocobala-
mina y cianocobalamina) presentan muy buena biodis-
ponibilidad y seguridad 35.

Por lo tanto, la administración conjunta del ácido zole-
drónico asociado a hidroxocobalamina pueden generar 

sinergismo en la preservación del hueso alveolar en con-
diciones de periodontitis y osteoporosis; sin embargo, de 
acuerdo al diseño de estudio y la muestra pequeña, estos 
resultados son exploratorios, por lo que se recomienda 
realizar más estudios considerando diferentes esquemas 
de dosificación y duración de la terapia. Además de la 
necesidad de realizar dosaje plasmático de biomarcado-
res óseos y endocrinos. 

Conclusión
El tratamiento aplicado al grupo IV (Terapia combinada 
de ácido zoledrónico e hidroxocobalamina) mejora las 
características microarquitectónicas óseas en ratones con 
osteoporosis y periodontitis inducida.
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