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RESUMO. Este trabalho teve como finalidade tra-
tar a osteoporose induzida por ovariectomia atra-
vés do uso isolado e combinado, utilizando, neste 

caso, metade das doses estabelecidas dos compos-
tos isolados etidronato, risedronato (bisfosfonatos), 
pravastatina (estatina) e ipriflavona (flavonóide). O 
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experimento foi constituído de 66 ratas que foram 
divididas em 11 grupos com 6 animais, tendo o 
controle e o osteoporótico, mais os grupos isolados 
etidronato, risedronato, pravastatina e ipriflavona 
e os associados etidronato + pravastatina, etidro-
nato + ipriflavona, risedronato + pravastatina, rise-
dronato + ipriflavona e pravastatina + ipriflavona. 
Após 12 semanas da ovariectomia, iniciou-se admi-
nistração dos medicamentos, por via oral, durante 
30 dias. Aos 35 dias, os animais foram sacrificados 
e coletou-se o sangue para análise dos marcadores 
bioquímicos e as tíbias para análise da densidade 
mineral óssea. Os valores dos marcadores bioquí-
micos cálcio, fósforo, albumina, proteínas totais e 
fosfatase alcalina óssea não apresentaram diferen-
ças estatisticamente significativas. Estes resultados 
não fornecem subsídio para o diagnóstico e acom-
panhamento da osteoporose. A densitometria ós-
sea mostrou resultados significativos tanto para a 
indução quanto para os diversos tratamentos em 
relação ao grupo osteoporótico. Os resultados mos-
tram que as associações mantem a mesma ativida-
de farmacológica que as substâncias isoladas, não 
sendo percebido efeito antagônico. Deste modo, as 
associações podem ser uma alternativa terapêutica, 
visto a possibilidade de diminuição de possíveis 
efeitos colaterais, uma vez que foram usadas meta-
de das doses individuais prescritas.
PALAVRAS-CHAVE. Osteoporose, ovariectomia, bis-
fosfonatos, estatina e flavonóide.

INTRODUÇÃO
A osteoporose é uma doença progressiva que 

envolve deterioração estrutural do tecido ósseo, le-
vando a fragilidade e aumento da suscetibilidade 
a fraturas, devido redução da massa óssea e ao au-
mento do turnover ósseo (NOF 2002).

O objetivo do tratamento da osteoporose é evi-
tar a ocorrência de futuras fraturas que acarreta 
na diminuição da qualidade de vida. Atualmente, 
utiliza-se nas terapias farmacológicas agentes an-
tiabsortivos que inibem a reabsorção do osso ou 
agentes formadores de osso que restauram a massa 
óssea.

Os bisfosfonatos são análogos sintéticos do piro-
fosfato, estes fármacos atuam ligando-se a cristais 
hidroxiapatitas, exercendo assim inibição da ab-
sorção osteoclástica e inibição da desmineralização 
óssea, propriedades essas que o caracterizam como 
agente antiabsortivo (Vitte et al. 1996). As estatinas 
podem causar ganhos substanciais de tecido ósseo 
devido a seus efeitos promotores sobre o fator de 
crescimento BMP-2 (proteína morfogenética ós-

sea-2), o qual conduz a diferenciação osteoblástica 
e a formação óssea. Os flavonóides compõem uma 
ampla classe de substâncias de origem natural. São 
compostos polifenólicos que possuem efeitos favo-
ráveis à remodelação óssea com diferenciação dos 
osteoblastos e inibição da absorção óssea (Notoya 
et al. 1993, Albanese et al. 1994).

Recomendam-se modelos animais específicos 
para avaliação de novos agentes com potencial 
para terapêutica da osteoporose clínica (Thompson 
et al. 1995), sendo a rata ovariectomizada o mais 
utilizado para estudar as consequências de perda 
óssea na estrutura e resistência óssea ou para vali-
dar estratégias terapêuticas (Bagi et al. 1996).

A terapia de combinação possui considerável 
aceitação como um meio de aumentar os benefícios 
do tratamento em pacientes com doenças crônicas. 
Em osteoporose, poucos dados estão disponíveis 
para regimes de combinações e avaliações seguras 
têm sido confiadas em densidade mineral óssea 
(DMO) usada como um marcador (Cosman et al. 
2001). A mensuração da DMO é feita utilizando a 
absorção de raios-X de dupla energia (DXA®). A 
DXA é reconhecida como o método mais valioso 
não-invasivo para medição mineral óssea (Fogel-
man & Ryan 1992) e sua ampla utilização é devido 
a características tais como a velocidade, precisão e 
baixa exposição à radiação.

Assim, por haver necessidade em buscar al-
ternativas mais eficazes e menos dispendiosas no 
controle e principalmente no tratamento da oste-
oporose estabelecida, o presente experimento foi 
idealizado na tentativa de tratar a osteoporose in-
duzida por ovariectomia através do uso isolado e 
combinado, utilizando, neste caso, metade das do-
ses dos compostos isolados etidronato, risedrona-
to, pravastatina e ipriflavona, que são agentes que 
demonstraram efeitos positivos sobre o metabolis-
mo ósseo.

MATERIAL E MÉTODOS
Foram utilizadas 66 ratas da raça Wistar, adultas, 

pesando em média 250g, procedentes do Biotério do 
Centro de Ciências Biológicas e da Saúde da Universi-
dade Federal de Viçosa (UFV) e alimentadas com ração 
padronizada comercial para alimentação de ratos de la-
boratório e água ad libitum durante todo experimento.

Os procedimentos experimentais envolvendo os ani-
mais estão em concordância com as Normas de Conduta 
para o Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensão 
do DVT/UFV, tendo sido o projeto aprovado pela Co-
missão de Ética do Departamento de Veterinária da Uni-
versidade Federal de Viçosa.

A osteoporose foi induzida por ovariectomia. A in-
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tervenção cirúrgica, em 60 animais, foi feita quando os 
animais completaram 5 meses de idade, por incisão re-
troumbilical, dando acesso a cavidade abdominal, sob 
anestesia geral, utilizando da associação de quetamina 
e xilazina nas doses de 50 e 5 mg/Kg, respectivamente.

Após 12 semanas, deu-se início ao tratamento farma-
cológico. Os animais foram distribuídos aleatoriamente 
em 11 grupos experimentais, sendo os grupos constituí-
dos de 6 animais. O grupo 1 (G1), controle, foi constituí-
do de animais normais. O grupo 2 (G2) foi somente sub-
metido à cirurgia. Os demais grupos, além do processo 
cirúrgico, foram tratados com os medicamentos; o gru-
po 3 (G3) recebeu etidronato (6 mg/kg) (dose de 400mg 
preconizada para humanos), o grupo 4 (G4) risedronato 
(0,07 mg/kg) (dose de 5mg preconizada para humanos), 
o grupo 5 (G5) pravastatina (0,6 mg/kg) (dose de 40mg 
preconizada para humanos), o grupo 6 (G6) ipriflavo-
na (100 mg/kg), dose esta utilizada em ratas intactas ou 
ovariectomizadas (Thorndike & Turner 1998, Arjmandi 
et al. 2000), o grupo 7 (G7) etidronato e pravastatina (3 
mg/kg e 0,3 mg/kg), o grupo 8 (G8) etidronato e iprifla-
vona (3 mg/kg e 50 mg/kg), o grupo 9 (G9) risedronato 
e pravastatina (0,035 mg/kg e 0,3 mg/kg), o grupo 10 
(G10) risedronato e ipriflavona (0,035 mg/kg e 50 mg/
kg) e o grupo 11 (G11) pravastatina e ipriflavona (0,3 
mg/kg e 50 mg/kg). Todas as substâncias foram admi-
nistradas por via oral, diariamente, durante 30 dias.

Imediatamente antes dos animais serem eutana-
siados com sobredosagem anestésica (tiopental sódico 
50mg/kg), aos 35 dias, foram coletados, através de pun-
ção da veia cava caudal, 5ml de amostra de sangue para 
a dosagem dos níveis séricos de cálcio, fósforo, albumi-
na, proteínas totais e fosfatase alcalina óssea (FAO). A 
seguir, através de dissecção do tecido muscular, as tíbias 
direitas foram coletadas e congeladas para estudo den-
sitométrico.

As dosagens sorológicas de cálcio, fósforo, albumina 
e proteínas totais foram realizadas utilizando o Apare-
lho Multiparamétrico de Bioquímica (Alizé), bem como 
“kits” específicos da marca Biolab, sendo os resultados 
expresso em mg/dL.

Para as dosagens sorológicas de fosfatase alcalina ós-

sea foi utilizado o equipamento de quimioluminescên-
cia Access Immunoassay System da Beckman Coulter, 
assim como “kits” Ostase, específico para dosagem da 
FAO, também da mesma indústria.

Para análise densitométrica, as tíbias direitas foram 
coletadas, identificadas e envolvidas em gaze umede-
cida com solução fisiológica e conservadas em freezer a 
20°C negativos, até serem analisadas.

A densidade mineral óssea (DMO) foi mensurada 
nas tíbias dos animais, utilizando densitômetro ósseo de 
Raio-X com Smart Scan modelo DPX-ALPHA, com sof-
tware especial para pequenos animais.

O ensaio biológico foi realizado segundo delinea-
mento inteiramente casualizado, com 11 tratamentos em 
6 repetições.

Os resultados obtidos foram submetidos à análise de 
variância e ao teste F (p<0,05). Os grupos controles (G1 
e G2) foram comparados entre si por meio do teste F. Os 
grupos tratados (G3 a G11) foram comparados entre si, 
através do teste de comparação múltipla Tukey, à 5% de 
probabilidade. As comparações também foram realiza-
das entre os grupos tratados e os controles G1 e G2, sen-
do que, para o mesmo, foi aplicado o teste de Dunnett a 
5% de probabilidade.

RESULTADOS
Os resultados dos marcadores bioquímicos séri-

cos cálcio, fósforo, albumina, proteínas totais e fos-
fatase alcalina óssea de ratas submetidas aos trata-
mentos com etidronato, risedronato, pravastatina e 
ipriflavona isolados e combinados são apresenta-
dos na Tabela 1.

Na Tabela 1, verificamos que não há diferença 
significativa para os valores de cálcio, fósforo, al-
bumina, proteínas totais e fosfatase alcalina óssea 
séricos entre os grupos tratados, bem como en-
tre o grupos controle (G1) e osteoporótico (G2). 
Desta forma, estes parâmetros bioquímicos não 
possibilita direcionar no sentido do diagnóstico 
da osteoporose.

Tabela 1. Valores médios de cálcio, fósforo, albumina, proteínas totais, e fosfatase alcalina óssea 
séricos de ratas submetidas a diferentes tratamentos.

 Grupos Cálcio Fósforo Albumina Proteínas Totais Fosfatase Alcalina
  mg/dl mg/dl g/dl g/dl Óssea pg/dl

 G1 Controle 12,72±0,26 A 7,70±0,46A 4,52±0,17ª 82,54±4,36A 0,067±0,030 A
 G2 Osteoporótico 12,64±0,29 A 7,74±0,30A 4,35±0,26ª 80,21±2,87A 0,060±0,032 A
 G3 Etidronato 12,36±0,48 a 7,53±0,40 a 4,24±0,19 a 76,27±2,45 a 0,063±0,025 a
 G4 Risedronato 12,73±0,64 a 7,55±0,65 a 4,32±0,26 a 81,69±3,46 a 0,064±0,031 a
 G5 Pravastatina 12,82±0,50 a 7,80±0,33 a 4,26±0,15 a 81,24±3,44 a 0,061±0,026 a
 G6 Ipriflavona 12,75±0,57 a 7,90±0,29 a 4,27±0,08 a 75,92±4,41 a 0,060±0,034 a
 G7 Etidronato+Pravastatina 12,45±0,55 a 7,62±0,54 a 4,61±0,18 a 84,35±1,99 a 0,064±0,031 a
 G8 Etidronato+Ipriflavona 12,54±0,48 a 7,68±0,61 a 4,41±0,13 a 82,75±3,21 a 0,060±0,036 a
 G9 Risedronato+Pravastatina 12,47±0,61 a 7,57±0,57 a 4,69±0,09 a 84,68±4,10 a 0,061±0,024 a
 G10 Risedronato+Ipriflavona 12,56±0,53 a 7,66±0,42 a 4,57±0,10 a 82,31±3,30 a 0,062±0,028 a
 G11 Pravastatina+Ipriflavona 12,53±0,56 a 7,67±0,35 a 4,53±0,21 a 83,57±3,54 a 0,063±0,027 a

Médias seguidas de pelo menos uma letra maiúscula diferente, diferem entre si pelo teste F ( P< 0,05).
Médias seguidas de pelo menos um letra minúscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey ( P< 0,05).
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Na Tabela 2, são apresentados os resultados da 
densidade mineral óssea das tíbias de ratas ova-
riectomizadas submetidas aos tratamentos com 
etidronato, risedronato, pravastatina e ipriflavona 
isolados e combinados.

Na Tabela 2, a indução osteoporótica por meio 
da ovariectomia pôde ser constatada, o que valida 
este método para ser usado no estudo desta pato-
logia. Quando comparado ao grupo osteoporótico 
G2, todos os tratamentos apresentaram diferenças 
estatisticamente significativas, o que demonstra a 
capacidade destes tratamentos de restaurar o teci-
do ósseo.

DISCUSSÃO
Segundo estudo realizado por Dempster et al. 

(1995), as ratas apresentam um aumento no turno-
ver ósseo após a ovariectomia, que é evidenciado 
pelo aumento de osteoclastos na superfície óssea. 
Segundo Thompson et al. (1995), em ratas cas-
tradas, a tíbia proximal e a vértebra lombar, por 
exemplo, respondem similarmente à deficiência de 
estrógeno como mensurado pela perda de osso tra-
becular e resposta positiva ao tratamento com es-
trógeno, o que pode ser evidenciado neste estudo 
em tíbias de ratas pela densitometria óssea.

A densitometria óssea vem sendo utilizada para 
avaliar a densidade óssea e é referida como recur-
so útil no diagnóstico e orientação terapêutica com 
vistas ao tratamento de doenças osteometabólicas, 
estudos de reparações ósseas de fraturas e procedi-
mentos cirúrgicos (Louzada 2001). A DMO explica 

de 60 a 80% da variabilidade na resistência mecâ-
nica do osso e, uma diminuição na DMO, tem uma 
próxima correlação com a ocorrência das fraturas 
na osteoporose (Bell et al. 1967, Mosekilde et al. 
1987, Cortet et al. 1995). Os agentes farmacológi-
cos responsáveis por suprimir o turnover ósseo, au-
mentando a densidade mineral óssea, estão sendo 
desenvolvidos e avaliados por esse método (Jero-
me & Peterson 2001).

O uso associativo de medicamentos tem sido 
visto como uma forma de otimizar o tratamento 
de doenças crônicas. Em relação à osteoporose, as 
associações ainda são reduzidas e avaliações segu-
ras tem sido confiadas à densidade mineral óssea 
(DMO), usada como um marcador (Harris et al. 
2001).

Em relação aos marcadores bioquímicos, resul-
tados significativos não foram encontrados entre 
os grupos controle, osteoporótico e tratados. O que 
pode ser explicado no caso de cálcio e fósforo pela 
homeostase presente no organismo. Qualquer alte-
ração sanguínea de cálcio superior a 2,4 mmol/L é 
rapidamente corrigido principalmente pelo hormô-
nio da paratireóide. Resultados concordantes com 
estes também foram encontrados por, Cecchettin et 
al. (1995), Motta (2003) e Santos (2004), em estudos 
sobre a osteoporose.

Proteínas totais são envolvidas em múltiplas 
funções, tais como a manutenção da pressão os-
mótica e da viscosidade do sangue, o transporte de 
nutrientes, metabólitos, hormônios e produtos de 
excreção, regulação do pH sanguíneo e a participa-

Tabela 2. Valores médios de densidade mineral óssea das tíbias e varia-
ções percentuais em relação ao grupo controle G1 e ao grupo osteoporó-
tico G2 de ratas submetidas a diferentes tratamentos.

 Grupos DMO Variação % em Variação % em
   relação a G1 relação a G2

 G1 Controle 0,181±0,0341 A - -
 G2 Osteoporótico 0,146±0,0151 B - -
 G3 Etidronato 0,175±0,0093 a - 3,31 +19,86**
 G4 Risedronato 0,192±0,0075 a + 6,07 +31,50**
 G5 Pravastatina 0,179±0,0166 a - 1,10 +22,6**
 G6 Ipriflavona 0,184±0,0162 a + 1,66 +26,0**
 G7 Etidronato+Pravastatina 0,182±0,0063 a + 0,55 +24,6**
 G8 Etidronato+Ipriflavona 0,182±0,0099 a + 0,55 +24,6**
 G9Risedronato+Pravastatina 0,184±0,0113 a + 1,66 +26,0**
 G10Risedronato+Ipriflavona 0,180±0,0024 a - 0,55 +24,6**
 G11Pravastatina+Ipriflavona 0,170±0,0167 a - 6,07 +16,43**

Em cada período, médias seguidas de pelo menos uma letra maiúscula diferente, 
diferem entre si pelo teste F(P<0,05).

Médias seguidas de pelo menos uma letra minúscula diferente, diferem entre si 
pelo teste de Tukey ( P< 0,05).

*Estatisticamente diferente do controle (G1) pelo teste de Dunnett (P< 0,05).
**Estatisticamente diferente do grupo G2 pelo teste de Dunnett (P< 0,05).
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ção na coagulação sanguínea (González & Scheffer 
2002). No estudo de Sequetto (2008), observou que 
as alterações entre os grupos tratados e o osteopo-
rótico foram estatisticamente significativos, o que 
não foi mostrado neste estudo.

Com relação às albuminas, Sequetto (2008) 
também encontrou diferença significativa dela 
entre os tratamentos e o grupo osteoporótico. 
Tendo em vista que ela é a principal proteína res-
ponsável pelo transporte de medicamentos e nu-
trientes, um aumento na sua concentração acaba 
sendo refletido nos valores de proteínas totais, o 
que também foi constatado pela pesquisadora. No 
entanto, neste estudo as albuminas assim como as 
proteínas totais não se apresentaram significati-
vas, sendo possivelmente reflexo da metodologia 
de indução.

Alterações estatisticamente significativas nos 
valores de fosfatase alcalina óssea (FAO) não foram 
observadas no presente estudo, corroborando re-
sultados obtidos por Pinto (2005) e Sequetto (2008), 
no entanto os resultados encontrados por Kim, Lee 
& Rhee (2003) divergem dos resultados anteriores, 
visto que está enzima é um marcador utilizado 
para formação óssea (Bikle 1997, Vieira 1999).

Tendo em vista que há agentes formadores de 
osso, como as estatinas e agentes antiabsortivos, 
como os bisfosfonatos, existe uma forte razão te-
órica para a associação dos mesmos, no intuito de 
obter resultados mais satisfatórios. No entanto, os 
primeiros estudos não se mostraram tão promisso-
res, segundo Black et al. (2003).

Outros estudos tem associado bisfosfonatos, 
moduladores seletivos do receptor estrogênico, 
hormônio da paratireóide, estrógeno, estrógeno 
e progesterona e calcitonina (Pinkerton & Dalkin 
2007). As primeiras pesquisas associando estati-
nas, flavonóides e bisfosfonatos foram realizadas 
por Pinto (2004), onde obteve excelentes resultados 
com as associações, mostrando-as bem mais efeti-
vas que o uso isolado dos medicamentos.

Neste estudo, também pôde se observar resulta-
dos positivos com as associações, apesar delas não 
terem se mostrado melhores do que os compostos 
isolados como foi constatado por Pinto (2004), o 
que não inviabiliza sua utilização, pois nos trata-
mentos associados etidronato + pravastatina, eti-
dronato + ipriflavona, risedronato + pravastatina, 
risedronato + ipriflavona e pravastatina + iprifla-
vona foi utilizado a metade da dose dos isolados, 
tornando-os assim, uma forma menos danosa ao 
organismo, visto que os possíveis efeitos colaterais 
estariam sendo minimizados.

CONCLUSÃO
Neste estudo, os parâmetros bioquímicos não 

apresentaram diferenças significativas entre os di-
versos tratamentos, portanto não mostraram evi-
dências que permita conduzir ao diagnóstico da 
osteoporose, bem como do seu tratamento.

A densitometria óssea se mostrou excelente mé-
todo para estudo da atividade metabólica óssea, 
sendo um recurso útil no diagnóstico e orientação 
terapêutica.
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