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Resumo:  
O alendronato de sódio (ALE), um bisfosfonato e, portanto, uma droga antirreabsortiva, é reconhecido 

por ser um fármaco referência “padrão ouro” para o tratamento da osteoporose no Brasil e é amplamente 
distribuído na rede do Sistema Único de Saúde (SUS). Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo 
analisar os efeitos do tratamento crônico com alendronato de sódio em ratas sprague – dawley 
ooforectomizadas submetidas a defeito ósseo não crítico, por meio de um desenho experimental pré-clínico 
que investigou aspectos comportamentais, morfológicos e toxicológicos. Nossos resultados destacam o ALE 
como uma alternativa terapêutica eficaz na regeneração de fraturas em ossos osteoporóticos, por induzir rápida 
neoformação óssea e não causar efeitos tóxicos. Porém, a avaliação diária de von Frey relata um possível 
efeito colateral da droga, com um potencial para causar sonolência e/ou sedação e/ou calmante, que merece 
ser melhor investigado, a fim de garantir a segurança do paciente. 
 
Autorização legal: Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UNICAMP: protocolo nº 3591-1. 
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Introdução:  
A prevalência da osteoporose está aumentando com o envelhecimento da população, principalmente 

em mulheres pós-menopausa, a qual está associada um enorme fardo psicológico, social e econômico 
(REGINSTER; BURLET, 2006). A Organização Mundial da Saúde estima que o risco médio de fraturas 
osteoporóticas aumentam cerca de quatro vezes em mulheres com osteoporose (50% de risco aos 50 anos) 
em comparação a mulheres com densidade mineral óssea normal (13% de risco aos 50 anos) e está entre as 
causas mais comuns de intensas e prolongadas dores que atingem milhares de pessoas em todo o mundo 
(OMS, 2003). O tratamento da osteoporose ainda é um importante desafio enfrentado pela medicina moderna, 
pois muitos fármacos disponíveis no mercado possuem eficácia insatisfatória ou têm potencial para causar 
efeitos secundários graves no manejo clínico da osteoporose pós-menopausa (MILLER; DERMAN, 2010). 
Existem quatro principais drogas anti-reabsortivas no mercado (agentes capazes de inibir a formação e/ou 
função dos osteoclastos): o estrogênio (STEFANICK, 2005), moduladores de receptores de estrógeno 
(PRINCE; MUCHMORE; SIRIS, 2008), os bisfosfonatos (MILLER, PAUL D., 2008) e a calcitonina (GRUBER et 
al., 1984). Porém, são os bifosfonatos, especialmente o alendronato de sódio, que foi instituído no Brasil como 
“padrão ouro” e é amplamente utilizado para tratamento da osteoporose no Sistema Único de Saúde (SUS). 
Portanto, este estudo tem como objetivo analisar os efeitos do tratamento crônico com alendronato de sódio em 
ratas sprague – dawley ooforectomizadas submetidas a defeito ósseo não crítico, por meio de um desenho 
experimental pré-clínico que investiga aspectos comportamentais, morfológicos e toxicológicos. Para isto, 
propomos ineditamente estudar a arquitetura do osso osteoporótico por meio de histologia específica para o 
tecido ósseo (Schmorl) e para marcação de cálcio (von Kossa), bem como investigar parâmetros 
comportamentais para avaliação da dor (von Frey eletrônico) causada por fratura do osso osteoporótico, e para 
avaliação da deambulação dos animais por meio dos testes de Open-field (locomoção espontânea) e Rotarod 
(locomoção forçada). Além disso, será realizada a análise toxicológica por meio de avaliação de cor, textura e 
peso relativo do coração, pulmões, fígado, baço e rins, análise histopatológica dos órgãos e dosagem de 
marcadores bioquímicos de função hepática e renal, para melhor caracterização da segurança do uso crônico 
do alendronato de sódio. 
 
Metodologia:  

O estudo foi realizado com ratas Sprague-Dawley com 8 semanas de idade e aproximadamente 200 g. 
Todos os experimentos foram conduzidos somente após aprovação do protocolo n° 3591-1, pela Comissão de 
Ética no Uso de Animais (CEUA) da UNICAMP. Os animais foram homogeneamente divididos em três grupos 
(Sham, OFX+OST, OFX+OST+ALE) de 5 animais cada, que passaram por duas cirurgias, a ooforectomia 
bilateral (OFX) para retirada dos ovários e indução do quadro osteoporótico e a osteotomia femoral (OST) para 
criação de um defeito ósseo não critico (2,3 mm de diâmetro) no fêmur direito das ratas osteoporóticas, 90 dias 
após OFX, para induzir uma fratura no osso osteoporótico. Os animais do grupo Sham (controle saudável) 
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apenas passaram por um falso procedimento cirúrgico (sem retirada dos ovários e sem realização do defeito 
ósseo no fêmur). O tratamento com o fármaco de referência Osteoform® - alendronato de sódio (ALE), foi 
realizado conforme Chen e colaboradores (2014), utilizando a dose de 1mg/kg, por via intragástrica (i.g.), uma 
vez por semana (assim como é realizado na clínica, em humanos) e duraram 93 dias no total, iniciando no 15° 
dia após OFX e finalizando no 18° após OST. Os animais dos grupos Sham e OFX+OST foram tratados com 
veículo (salina + 5% Tween 80) nos mesmos periodos. Foram realizados testes comportamentais antes da 
OFX, antes da OST e por 18 dias pós-OST, para avaliação da dor dos animais pelo teste de von Frey 
eletrônico, e para avaliação das atividades locomotoras espontânea e forçada pelos testes Open-field e 
Rotarod, respectivamente. 

Após a eutanásia dos animais, realizada por aprofundamento anestésico (xilazina e cetamina) seguida 
de punção cardíaca, os fêmures foram devidamente dissecados para realização de histologia específica para o 
tecido ósseo (Schmorl) e para marcação de cálcio (von Kossa). Para análise toxicológica, foi realizada uma 
avaliação macroscópica de cor, textura e peso relativo. Para a extração do peso relativo, foi calculado o arco-
seno da razão peso corporal / peso órgão e extraída a média ± erro padrão da média (E.P.M.) desses dados 
(KYSELOVA et al., 2003). Além disso, foram realizadas histopatologia de alguns órgãos vitais (coração, 
pulmões, fígado, baço e rins), utilizando coloração de HE. Ademais, foi realizada análise bioquímica com 
alguns marcadores séricos de lesão hepática e renal, tais como atividade das enzimas transaminase glutâmica 
oxalacética (TGO), transaminase glutâmico pirúvica (TGP) e gama glutamil transferase (GGT), e as 
concentrações séricas de creatinina, ureia e creatina kinase (CK) através da utilização de kits comerciais 
específicos. Em todas as análises, os valores de P foram considerados estatisticamente significantes apenas 
quando inferiores a 0,05 (P<0,05). Para todos os cálculos estatísticos foi utilizado o software GraphPad Prism 
versão 7.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). 
 
Resultados e Discussão:  
 Nossos resultados demonstraram que o ALE causa uma “falsa analgesia”, que inibe 100% da 
hiperalgesia mecânica dos animais, observada no teste de von Frey, 1 hora após tratamento. Este efeito durou 
até 8 horas após tratamento com ALE (1 mg/kg, i.g.). Porém, as avaliações diárias confirmaram que o efeito 
antihiperalgésico observado no dia do tratamento não se repetia nos dias seguintes que o animal ficou sem 
tratamento, até que realizado um novo tratamento, ou seja, um “falso positivo”, que pode ser devido a um efeito 
sedativo e/ou calmante e/ou de sonolência nos animais. Nossos resultados corroboram com achados descritos 
nos efeitos adversos da bula do Osteoform®, que relata um efeito sedativo/calmante da droga (EMS, 2013), 
mas este dado é controvérsio com achados da literatura (NAITO et al., 2017; WANG et al., 2016). Os 
resultados dos testes de locomoção espontânea (Open-field Test) e de locomoção forçada em cilindro giratório 
(Rotarod Test) mostraram que o tratamento crônico com o ALE (1 mg/kg, i.g.) não interfere na atividade 
locomoção dos animais, quando comparado com o controle OVX. Porém ressaltamos que estes testes foram 
realizados sempre 24 horas após uma avaliação de von Frey, ou seja, quando não era mais observado efeito 
sedativo e/ou calmante e/ou de sonolência nos animais. Então, sugerimos que sejam realizadas novas 
avaliações para confirmação do real efeito do ALE sobre a hiperalgesia mecânica e locomoção dos animais. 

O tratamento crônico com o ALE (1 mg/kg, i.g.) foi capaz de reparar em 100% a extensão do defeito 
ósseo no fêmur dos animais 18 dias após OST, observada na histologia específica para o tecido ósseo 
(Schmorl), porém, não foi observada diferenças na marcação de cálcio (von Kossa). 

Nossos resultados revelam que o alendronato de sódio não apresenta efeitos colaterais aparentes 
sobre a relação peso/órgãos dos animais, sugerindo que o tratamento crônico (93 dias) com ALE (1 mg/kg, i.g.) 
não causa hipertrofia ou hipotrofia em órgãos vitais. Estes dados corroboraram com os resultados da análise 
histopatológica do coração, pulmão, fígado, baço e rins, evidenciando que o alendronato não altera a 
organização estrutural dos tecidos avaliados, pois não foi observada presença de massa tumoral, focos 
inflamatórios e/ou fibrose. A investigação bioquímica demonstrou que o tratamento crônico com ALE (1 mg/kg, 
i.g.) não altera a atividade das enzimas TGO, TGP e GGT, bem como concentrações séricas de creatinina e 
CK em relação aos grupos controle doente (OVX) e controle saudável (Sham). Porém, curiosamente o 
tratamento crônico com ALE (1 mg/kg, i.g.) aumentou em 26   7% e 58   9% as concentrações séricas de 
ureia em relação aos animais dos grupos controle doente (OFX+OST) e controle saudável (Sham), 
respectivamente. De acordo com Thrall, Allison e Campbell (2012) as concentrações séricas de ureia em 
roedores são influenciadas por diversos fatores, tais como dieta proteica, funcionamento do fígado, absorção 
gastrointestinal e hidratação. Os mesmos autores ressaltam também que roedores adultos podem demonstrar 
normalmente altas concentrações séricas de ureia e que um comprometimento de 75% da função renal não 
causaria aumento somente nas concentrações séricas de ureia, mas também nas de creatinina. Neste sentido, 
Guyton e Hall (1997) destacam o papel da creatinina como indicador mais fiel da função renal, pois esta é 
constantemente produzida pelo metabolismo muscular da creatina e é exclusivamente filtrada e excretada 
pelos rins. Portanto, é provável que a alteração de ureia verificada no grupo tratado com alendronato se deva a 
outros fatores e possivelmente não indica lesão renal, visto que os níveis de creatinina deste grupo 
permaneceram normais, bem como não foram observadas alterações morfológicas na análise histopatológica 
dos rins. 
 
Conclusões:  
 Os resultados deste estudo destacam o alendronato de sódio como uma terapêutica útil para o reparo 
ósseo em quadros de osteoporose por apresentar rápida neoformação óssea na extensão do defeito ósseo 
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produzido no fêmur dos animais, 18 dias após osteotomia. Porém, a avaliação diária de von Frey relata um 
possível efeito colateral da droga, com um potencial para causar sonolência e/ou sedação e/ou efeito calmante, 
que merecem ser melhor investigados, a fim de garantir a segurança do paciente. Além disso, nossos 
resultados revelam que o tratamento crônico com o ALE (1 mg/kg, i.g.) não altera a atividade locomotora dos 
animais, não causa efeitos tóxicos sobre a relação peso X órgão dos animais, não altera a morfologia de 
órgãos vitais e em marcadores bioquímicos de função hepática, renal e cardíaca. Desta forma, este estudo 
contribuiu para suportar o uso do alendronato de sódio para consolidação óssea em quadros de osteoporose 
no SUS e causar um alerta sobre seus possíveis efeitos colaterais. 
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