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RESUMO: Este trabalho investigou os efeitos do tratamento por vinte dias com extrato de Ginkgo
biloba (EGb) na osteoporose induzida por glicocorticéides. Foram utilizadas 36 ratas divididas em
seis grupos (n=6): Controle, osteoporose, controle positivo, EGb1 (14 mg EGb/mg/kg/dia), EGbh2
(28 mg EGb/kg/dia) e EGh3 (56 mg EGb/kg/dia). Os tratamentos foram realizados por vinte dias,
apos a indugdo da osteoporose. Apds a eutanasia foram removidos o fémur e a mandibula de todos os
animais. A mandibula esquerda foi radiografada digitalmente para avaliacdo da cortical e do suporte
0sseo periodontal (SOP). A analise histomorfométrica foi realizada no fémur e mandibula direitos.
O grupo controle foi comparado ao grupo osteoporose (Teste t de Student) e os demais grupos
foram submetidos a ANOVA, seguido do teste post-hoc de Dunnett. Houve redugao significava do
SOP mesial, percentual 6sseo alveolar (POA) mandibular, percentual 6sseo trabecular (POT) do
fémur no grupo osteoporose. Houve aumento do SOP mesial no grupo controle positivo, EGh2 e
EGb3. O POA da mandibula e o POT do fémur aumentaram nos grupos EGb2 e EGh3. O EGb nas
doses de 28 mg/kg e 56 mg/kg recuperou de forma significativa o SOP mesial, o POA da mandibula
e 0 POT do fémur.

Unitermos: Ginkgo biloba, osteoporose, radiografia, histomorfometria, alendronato de sddio,
ratos.

ABSTRACT: “Effect of the aqueous extract of Ginkgo biloba L., Ginkgoaceae, in induced
osteoporosis in Wistar rats.” The objective of this study was to investigate the effect of a 20 day
treatment with extract of Ginkgo biloba (EGb) in glucocorticoid-induced-osteoporosis. 36 rats were
divided into six groups (n=6): control, osteoporosis, positive control, EGb1 (14 mg EGb/kg/day),
EGb2 (28 mg EGb/kg/day) and EGh3 (56 mg EGh/kg/day). Treatments were conducted for twenty
days, after osteoporosis was induced. Following euthanasia the femur and mandible of all animals
were removed. The left mandible was radiographed to evaluate the cortical and the periodontal
bone support (PBS). The histomorphometric analysis was performed on the right mandible and
the right femur. The control group was compared with the osteoporosis group (Student’s t-test).
The other groups were analyzed through ANOVA test followed by Dunnett post-hoc test. There
was a significantly reduction in the mesial PBS, in the percentage of the alveolar bone (PAB) of
the mandible and percentage of the trabecular bone (PTB) of the femur in the osteoporosis group.
There was an increase in the mesial PBS in the positive control group, EGb2 and EGh3. The PAB
of the mandible and the PTB of the femur increased in the EGb2 and EGb3 groups. The EGb in the
28 mg/kg and 56 mg/kg doses were effective to increase the mesial PBS, the PAB of the mandible
and the PTB of the femur.

Keywords: Ginkgo biloba, osteoporosis, radiography, histomorphometric, sodium alendronate,
rats.

INTRODUCAO microarquitetura deste tecido. Essas alteracdes tém grande
impacto tanto na medicina quanto na odontologia, uma

A osteoporose € caracterizada por uma vez que a Ultima, necessita da manutencdo da quantidade

redugdo na quantidade de tecido dsseo por unidade de e qualidade de tecido Gsseo, para que haja sucesso no
volume (Hallworth, 1998) e por uma deteriorizagdo da tratamento, realizado por algumas especialidades como
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a cirurgia, implantodontia, periodontia, ortodontia e
prétese.

Além das complicagdes na regido maxillo-facial a
osteoporose causa fraturas que afetam a qualidade de vida
principalmente de individuos idosos e mulheres na pos-
menopausa (WHO, 2003). Somente no Brasil esta doenca
afeta mais de 10 milhdes de pessoas (Rodrigues, 2004).
Entre as principais causas da osteoporose encontram-
se: queda dos niveis hormonais de estrogénio e o uso de
alguns medicamentos, como os glicocorticdides, nesse
Gltimo caso sendo denominada osteoporose secundaria.

Os glicocorticoides sdo  antiinflamatorios
esteroidais amplamente utilizados no tratamento de
doencas auto-imunes, asma, doencas do colageno, doenca
renal cronica, entre outras Um dos efeitos colaterais
importantes é o impacto negativo sobre a massa 0ssea.
Fraturas ocorrem em 30-50% dos pacientes expostos a
excessos de glicocorticoides (Shaker & Lukert, 2005).

Os bifosfonatos sdo drogas muito eficientes no
tratamento da osteoporose, porém alguns efeitos adversos
destes medicamentos tém sido relatados, tais como:
intoleranciagastrointestinal (Szejnfeld, 2000) e oteonecrose
mandibular (Pozzi et al., 2007). Dessa forma é interessante
a busca por alternativas ao tratamento da osteoporose.
Dentre essas alternativas estdo os fitoestrogenos que
tém apresentado beneficios na prevencdo e tratamento
de doencas cardiovasculares, osteoporose, diabetes e
obesidade, sintomas da menopausa, doenca renal e varios
tipos de cancer (Dang & Lowic, 2005; Das et al., 2005).

O extrato padrdo (EGb 761) de Ginkgo biloba
possui 24% de fitoestrégenos em sua composi¢do, sendo
os principais o kaempferol, quercetina e ishorhamnetina
(Oh & Chung, 2004). Destes componentes a quercetina e o
kaempferol foram efetivos em inibir in vitro a atividade de
reabsorcao dos osteoclastos (Wattel et al., 2003). Além dos
fitoestrogenos, o extrato de Ginkgo biloba (EGb) possui
em sua composicao polifendis antioxidativos, que podem
prevenir a perda 6ssea e o risco de fraturas (Brayboy et al.,
2001).

O EGb, in vitro, causou aumento significativo
de fosfatase alcalina Gssea, promovendo mineralizacéo
pelos osteoblastos (Oh et al., 2008). Estudo recente com
administracdo oral do EGb 761 demonstrou aumento
da massa éssea de ratas com osteoporose induzida por
ovariectomia (Trivedi et al., 2009).

Diante do exposto e na busca de tratamentos
novos e alternativos para a osteoporose, este trabalho se
propde a avaliar os efeitos do EGb sobre a osteoporose
mandibular e femural, induzida por glicocorticoides, em
ratas Wistar.

MATERIAIS E METODOS
A metodologia deste trabalho foi aprovada pelo

comité de ética em experimentacdo animal (protocolo
numero 58/2006-CEEA, Universidade Federal de Juiz de
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Fora, MG, Brasil), que segue os principios internacionais
de ética na experimentacdo animal.

Extrato de Ginkgo biloba

O extrato padrdo (761) de Ginkgo Biloba foi
adquirido da China (lote no/ 20060818) pela empresa JR
FARMA. O teste de qualidade realizado pelo laboratério
Galena mostrou que o EGb tinha em sua composi¢do
quimica: 28,2% de Ginkgoflavanoglicosideos, 8,3%
de terpenolactonas, 15% de glicosideos quercetina,
10,9% de glicosideos kaempferol, 2,3% de glicosideos
isorhamenitina e menos de 5 ppm de acidos ginkgdlicos.
A diluicdo do EGh761 foi preparada de modo a conter
em 1 mL de agua destilada a dose do fototerapico a ser
administrado a cada animal por dia (Pinto et al., 2007).

Alendronato de sodio

A solucdo de alendronato de sédio foi fornecida
pela JR FARMA (Lote da solu¢do no/20060501).

Animais

Foram utilizadas 36 ratas Wistar, com 50 dias
de idade, pesando entre 100-150 g, obtidas na coldnia
do Biotério do Centro de Biologia da Reproducdo, da
Universidade Federal de Juiz de Fora. Todos os animais
foram alojados em gaiolas de polipropileno, cobertas
com camas de maravalha selecionadas (ndo esterilizada),
dotadas de cocho para ragéo do tipo peletizada e local para
mamadeira com agua filtrada. Cada gaiola continha trés
animais, que foram mantidos em armarios climatizados
(Alesco), localizados em alojamento com regime de luz de
12 h claro/12 h escuro, controlado automaticamente. Os
animais receberam uma média de 25 g de ragdo por dia e
&gua ad libitum (Nepomuceno et al., 2005).

Inducé&o de osteoporose

A inducéo de osteoporose foi realizada em todos
0S grupos, exceto o controle, através da injecdo de fosfato
dissodico de dexametasona (Decadron® - 4 mg/mL) por
via intramuscular, na dose de 7 mg/kg de peso corporal,
uma vez por semana, durante cinco semanas (Pinto et al.,
2006).

Grupos experimentais

Os 36 animais foram distribuidos aleatoriamente
em seis grupos de seis ratas cada, compreendendo:
1. osteoporose (dexametasona); 2. controle positivo
(alendronato de sodio 0,2 mg/kg/animal/dia, administrado
por via intragastrica, uma vez ao dia, durante vinte dias
apos a inducdo de osteoporose) (Pinto et al., 2006); 3.
EGb1(Ginkgo biloba 14 mg/kg/dia); 4. EGb2 (Ginkgo
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biloba 28 mg/kg/dia); 5. EGb3 (Ginkgo biloba 56 mg/kg/
dia); 6. Controle (ndo submetido a qualquer tratamento).

O EGb foi administrado, apds a indugdo de
osteoporose, diariamente por via intragastrica durante
vinte dias. A escolha da dose de EGb foi baseada em
estudo anterior (Pinto et al., 2007), que sugeriu um efeito
estrogénico do EGb na dose de 14 mg/kg/dia em ratas
prenhes. As demais doses foram mdltiplas da primeira.

Ap6s 20 dias de tratamento os animais de todos
0s grupos foram eutanasiados por excesso de anestesia
(180 mg/kg, ketamina e 10 mg/kg, xilazina por via
intraperitoneal). Apds a eutanasia a mandibula e o fémur
direito de cada animal foram removidos e fixados em
formol tamponado a 10% durante 72 h.

Analise radiografica

A mandibula foi desarticulada, e a mandibula
esquerda foi radiografada, utilizando aparelho de raios-X
(Dabi Atlante modelo Spectro 70X, classe I, tipo B comum)
com 70 Kvp, 7 mA e o sistema de imagem radiografica
intra-oral digital (Computer Dental Radiography-Schick
Technologies, Long Island, NY, USA) para analise da
espessura da cortical mandibular e do suporte dsseo
periodontal (Souza, 2005; Yang et al.,2005).

A mandibula foi posicionada com o lado lingual
sobre a face ativa do sensor digital de maneira que as faces
proximais dos molares ficassem paralelas ao feixe central
de radiagdo, que incidiu perpendicularmente ao sensor. As
imagens foram obtidascomumadistanciafocal padronizada
de 40 cm e tempo de exposicdo de 0,1 s. As imagens
foram editadas através do programa Schick Technologies,
e foi incluida a elas uma escala de cinza para facilitar a
identificagdo dos pontos a serem analisados. As medidas
radiograficas foram realizadas por um Unico avaliador, que
ndo tinha conhecimento dos grupos experimentais.

Analise da espessura cortical mandibular

A cortical foi medida em trés localizagdes de sua
borda inferior; na regido anterior, logo abaixo do ponto
de emergéncia do incisivo mandibular, no ponto mais
posterior no angulo da mandibula e no terceiro ponto
que se localizava no ponto médio entre os dois (A, B e
C) (Yang et al., 2005). As mensuracgdes foram realizadas
através do software Auto Cad 2002. O valor médio da
espessura cortical de cada mandibula foi obtido dessas trés
mensuracdes.

Analise do suporte dsseo periodontal (SOP)

As mensuracbes foram realizadas através do
software Auto Cad 2002 na raiz distal e mesial do primeiro
molar. Nas radiografias digitais foram considerados trés
pontos: Apice da raiz distal/mesial (D), crista 6ssea na
superficie distal/mesial do dente (E) e ponta da cuspide

distal/mesial (F). Foram mensuradas as distancias lineares
entre os pontos DE e DF, para calculo do SOP junto a raiz,
por meio da férmula matematica: DE/DF x 100 (Souza,
2005).

Figura 1. Medida da cortical mandibular, onde A foi o ponto
mais anterior na cortical, C o ponto mais posterior e B o ponto
médio entre eles. Medida do suporte 6sseo periodontal, onde D
corresponde ao apice radicular, E a crista 6ssea e F & ponta da
cuspide do primeiro molar.

Analise histomorfométrica

Ap6s fixagdo, amandibula direita e o fémur direito
foram descalcificados em solucdo de acido formico/citrato
de sédio por uma semana e incluidos em parafina. Foram
obtidos cortes frontais da mandibula e cortes longitudinais
do fémur de 5 um de espessura em micrétomo histolégico
rotativo. Logo ap6s, os cortes foram montados sobre
Iamina de vidro e corados com hematoxilina e eosina.

As amostras da mandibula e do fémur foram
analisadas no microscopico optico Zeiss (Hallbergmoos,
Germany) para captura digital de imagens.

Andlise histomorfométrica do fémur

A regido de tecido Osseo trabecular da epifise
proximal do fémur foi fotografada com aumento de 25x,
determinando-se visualmente trés areas, duas laterais e
uma medial (A,B e C), como demonstrado na Figura 2A.
Cada uma dessas regides (A,B e C) tinham a medida de
sua area, correspondente a 16000 2.

Através de uma ferramenta auxiliar presente no
software Axiovision® (version 4.5 for Windows semi-
automatico) utilizado neste estudo, seguiu-se a circundagdo
e a mensuracédo do tecido 6sseo trabecular, com auxilio de
uma caneta cursor digital. A area de tecido 6sseo obtida
foi convertida em proporcéo de tecido 6sseo atraves da
formula % de tecido Gsseo = &rea obtida na mensuracao
x 100/16000 p2. Apos serem estabelecidas as proporcdes
de tecido dsseo das trés regibes, foi feita a média da
propor¢ao de A, B e C correspondentes a epifise proximal
do fémur. Essa média foi posteriormente utilizada para o
processamento estatistico.
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Analise histomorfométrica da mandibula

A anélise histomorfométrica do osso alveolar da
mandibula foi realizada na regido do septo interradicular
do segundo molar. O procedimento para mensuragao
foi 0 mesmo utilizado anteriormente no fémur, exceto
gue somente a regido de tecido ésseo limitada ao septo
interradicular foi mensurada (Figura 2B).

Anélise estatistica

O grupo controle foi comparado ao grupo
osteoporose através do teste t de Student. Os demais
grupos, exceto o controle, foram analisado através da
analise de variancia (ANOVA), seguido por teste post
hoc de Dunnett, o valor de p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Na andlise radiografica da mandibula o grupo
osteoporose apresentou diminuicdo estatisticamente
significativa do SOP mesial em relagdo ao grupo
controle. O grupo controle positivo apresentou aumento
estatisticamente significativo no SOP mesial, assim
como o grupo EGb2 e EGh3 quando comparados ao
grupo osteoporose. O grupo EGb3 apresentou aumento
significativo da espessura da cortical mandibular quando
comparado ao grupo osteoporose (Tabela 1).

Naanalise histomorfométrica o grupo osteoporose
apresentou diminui¢do estatisticamente significativa
do percentual 6sseo trabecular (POT) do fémur e do
percentual ésseo alveolar (POA) da mandibula em relacéo
ao grupo controle. Os grupos EGb2 e EGh3 apresentaram
aumento estatisticamente significativo do POT do fémur e
do POA da mandibula quando foram comparados ao grupo
osteoporose.

Tabela 1. Comparacdo entre o percentual de suporte 6sseo
periodontal mesial (SOPM) e o suporte 6sseo periodontal distal
(SOPD) e a espessura cortical mandibular entre os grupos.
controle e osteoporose; osteoporose e grupos controle positivo e
extrato de Ginkgo biloba.

Grupos SOPM (%)  SOPD (%) C(On':tr'ﬁ)‘"’"
Controle 64,66+6,08 67,00£3,40 1,69+0,33
Osteoporose 55,33+1,75* 65,50£3,61  1,54+0,28
Controle positivo  65,16+5,98** 65,00+5,79  1,74+0,16
EGb1 (14 mg/kg) 55,33+#598  66,33+5,85  1,75+0,19
EGb2 (28 mg/kg) 62,00+3,84** 68,16+3,19  1,82+0,22
EGb3 (56 mg/kg) 63,33+2,25** 66,16+2,13 2,10+0,27**

Os resultados foram expressos em media+desvio padrdo. *p<0.05
quando comparado ao grupo controle (teste t de Student);
**p<0.05 quando os demais grupos, exceto o controle, foram
comparados ao grupo osteoporose (teste post hoc de Dunnett).

Tabela 2. Comparagao entre o percentual 6sseo trabecular (POT)
do fémur e o percentual dsseo alveolar (POA) da mandibula entre
0s grupos: controle e osteoporose; osteoporose e grupos controle
positivo e extrato de Ginkgo biloba.

Grupos POT do fémur POA da mandibula
(%) (%)

Controle 37,06+2,27 61,06+3,84
Osteoporose 21,76+2,83* 47,67+1,18*
Controle positivo 24,70+0,39 58,32+5,86
EGb1 (14 mg/kg) 28,44+3,29 45,97+1,52
EGDb2 (28 mg/kg) 34,60+4,63** 65,7616,21**
EGb3 (56 mg/kg) 33,96+1,80** 73,71+1,91**

Os resultados foram expressos em mediaterro padréo; *p<0.05
quando comparado ao grupo controle (teste t de Student);
**p<0.05 quando os demais grupos, exceto o controle, foram
comparados ao grupo osteoporose (teste post hoc de Dunnett).

Osso
Alveolar

Figura 2. (A) Desenho esquematico da epifise proximal do fémur, onde A, B e C foram as regides determinadas para a andlise
histomorfométrica do tecido 6sseo trabecular. (B) Desenho esquematico da regido interradicular selecionada para a analise do tecido

6sseo alveolar mandibular.
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DISCUSSAO

A fisiopatologia da osteoporose induzida por
glicocorticdides, ainda ndo estad bem estabelecida, porém
a histomorfometria mostra diminui¢cdo do volume ésseo
total com afilamento das trabéculas dsseas, reducdo de
proliferacdo e da funcdo dos osteoblastos (Szejnfeld,
2000).

Em estudos clinicos foi verificado que a
osteoporose pode levar a um maior comprometimento
das estruturas periodontais, diretamente susceptiveis as
alteracGes funcionais e patologicas (Armada et al., 2006),
agravando a perda 6ssea alveolar e aumentando o risco
de perda de dentes (Carbonare et al., 2001, Tanaka et al.,
2003).

No presente estudo, através da anélise
radiografica digital, foi observado que a administragdo de
glicocorticoides causou diminuigao significativa do SOPM
do primeiro molar mandibular, porém ndo do SOPD e da
cortical mandibular.

Os resultados diferentes entre as regides estudadas
podem ser devidos ao fato, ja observado em humanos,
de que a alteracdo dssea mais freqiente na osteoporose
0Corre nos 0ssos que possuem maior percentual de tecido
0sseo esponjoso ou trabecular (Byers et al., 1999). No
presente estudo a regido da crista dssea foi mais atingida
devido ao maior teor de tecido 6sseo esponjoso, o qual,
geralmente, apresenta taxa metabdlica maior, respondendo
mais rapidamente as mudancas mecéanicas do que 0 0ss0
cortical (Downey & Siegel, 2006).

Naanélise histomorfométricanotou-sediminuicao
significativa do POA da mandibula e do POT do fémur
nos animais tratados com glicocorticoide, evidenciando a
redugdo dssea alveolar mandibular e femural encontrada
por outros autores (Fujita et al., 2008; Mahl & Fontanella,
2008; Pinto et al., 2006; Natsui et al., 2006).

Os dados acima mencionados comprovam a
inducdo da osteoporose pelo glicocorticéide, no modelo
experimental usado no presente trabalho.

O alendronato de sodio é amplamente utilizado
no tratamento da osteoporose e atua reduzindo a atividade
reabsortiva dos osteoclastos através da alteracdo estrutural
dos osteoclastos e de sua morte celular (Hugges et al.,
1995). O tratamento dos animais osteopordticos com
alendronato de sodio evidenciou aumento significativo
da SOPM, mas na analise histomorfométrica ndo mostrou
aumento significativo do POA da mandibula e do POT do
fémur.

O resultado pouco significativo com o uso do
alendronato pode ser devido ao tempo de administracéo,
umavez que, nos seres humanos, a supressdo da reabsor¢do
Gssea ocorre somente apds trés meses de tratamento
diério, e o tratamento realizado no presente estudo foi
realizado durante vinte dias. Além disso, os bifosfonatos
sdo drogas altamente hidrofilicas, dessa forma sdo
pobremente absorvidos pelo trato gastrointestinal, via de
administracdo utilizada no presente estudo e sua acdo €

mais rapida quando o medicamento é administrado por via
intravenosa. Por via oral somente 50% da droga absorvida
é retida no esqueleto, o restante é eliminado na urina sem
ser reabsorvido (Drake et al., 2008).

As analises radiograficas de mandibulas dos
grupos tratados com EGb (28 e 56 mg/kg/dia) mostraram
aumento significativo do SOPM e, na dose de 56 mg/
kg/dia, também da espessura da cortical mandibular.
Histomorfometricamente, as duas doses maiores causaram
aumento da POA da mandibula e do POT do fémur.
Dessa forma, o EGb nas doses e no periodo de tratamento
do presente estudo, apresentou maior recuperacdo da
osteoporose induzida por glicocorticoides do que o
alendronato de sodio.

Os resultados do presente trabalho, embora
preliminares com o EGb sdo promissores, uma vez
que o alendronato de s6dio mesmo tendo sua eficiéncia
comprovada no tratamento da osteoporose, possui alguns
efeitos colaterais importantes como a osteonecrose
mandibular (Pozzi et al., 2007), o que restringe sua
prescricdo,  principalmente em pacientes que serdo
submetidos a cirurgias odontologicas.

Os efeitos observados com o tratamento com EGb
podem ser devidos a multiplas atividades no tecido ésseo,
causadas por seu efeito estrogénico (Oh & Chung, 2004),
que inibe a reabsor¢do e promove a osteogénese (Turner
et. al., 1994). Além de aumentar os niveis de fosfatase
alcalina 6ssea (Oh et al., 2008; Prouillet et al., 2004).

O kaempferol e a quercetina, constituintes do
EGb, estimulam a apoptose de osteoclastos maduros
(Wattel et al., 2003), aumentam a densidade mineral 6ssea
trabecular (Trivedi et al., 2009). O kaempferol estimula os
osteoblastos induzindo neoformagéo 6ssea (Trivedi et al.,
2008).

Na osteoporose secundaria ao uso de
glicocorticdides ha redugdo do volume Gsseo por
mecanismos ainda ndo bem conhecidos, porém estudos in
vitro sugerem efeitos diretos sobre as células osteoblésticas,
reduzindo sua populacdo por mecanismos de inducdo de
apoptose (Weinstein et al., 1998; Silvestini et al., 2000),
que pode ter sido recuperada pela agdo osteogénica do
EGb e seus componentes.

Emsintese, osresultados encontrados sugerem que
0 uso do extrato de Ginkgo biloba pode ser uma alternativa
para o tratamento da osteoporose, particularmente naquelas
induzidas por uso prolongado de corticoides.
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