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Vieira SM. Efeito de tanshinonas sobre a perda 6ssea em periodontite apical induzida
em camundongos [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia
da UNESP; 2022.

RESUMO

A periodontite apical (PA) é causada pela infec¢do do sistema de canais radiculares.
Ela se caracteriza pela presenca de inflamacéo e destruicédo de tecidos mineralizados
e ndo mineralizados periapicais, processos esses que envolvem a producdo de
citocinas pro-inflamatoérias, osteoclastogénese e acdo de enzimas, dentre elas a
catepsina K (CatK). As tanshinonas sao substancias extraidas da planta medicinal
chinesa Salvia miltiorrhiza. A tanshinona IIA (TIIA) inibe a osteoclastogénese /
reabsorcédo 6ssea e promove a osteoblastogénese / formacao 6ssea. A tanshinona l1A
sulfonato de sédio (T06) inibe perda éssea via inibicdo da atividade colagenolitica da
CatK, sendo que ambas tanshinonas apresentam atividade anti-inflamatoria.
Considerando os referidos efeitos, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito de TIIA e
TO6 sobre a destruicdo 6ssea em PA induzida em camundongos. Foram utilizados 40
camundongos wild-type da linhagem C57BL/6, machos, com 8 semanas. Apés
abertura coronéria, a polpa dos primeiros molares inferiores direito e esquerdo de 30
animais foi removida/desorganizada, e a camara pulpar foi deixada aberta ao
ambiente bucal para contaminacgéo e formacao da lesdo periapical por um periodo de
10 dias. Os camundongos foram distribuidos em 4 grupos (n=10/grupo): Grupo com
inducéo de PA e tratamento com TIIA (40 mg/Kg/dia); Grupo com inducdo de PA e
tratamento com T06 (40 mg/Kg/dia); Grupo com inducdo de PA e tratamento com
veiculo (Agua destilada); e Grupo sem inducédo da PA e sem intervencao terapéutica.
As substancias foram administradas por gavagem, uma vez ao dia, durante os 10 dias
do experimento. Apos eutanasia, uma hemi-mandibula foi fixada em paraformaldeido
e submetida ao exame em microtomografo para mensuracdo do volume do espaco
periapical. O volume do espaco periapical (mm3) nos grupos que receberam indugao
da PA e tratamentos com TIIA e TO6 foi maior que no grupo controle — sem inducéo
de PA (p < 0,0001), denotando a formacéo da lesao periapical naqueles. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa no volume da leséo periapical entre os grupos
gue receberam tratamentos com TIIA, TO6 e agua (p > 0,05). Concluiu-se que as
tanshinonas IlA e 06, administradas por 10 dias, néo tiveram efeito na destruicao
O0ssea em periodontite apical induzida em camundongos.

Palavras — chave: Camundongo. Periodontite periapical. Reabsor¢cédo 6ssea. Salvia
miltiorrhiza.



Vieira SM. Effect of tanshinones on bone loss in experimentally induced mice apical
periodontits [Dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2022.

ABSTRACT

Apical periodontitis (AP) is caused by infection of the root canal system. It is
characterized by the presence of inflammation and destruction of periapical
mineralized and non-mineralized tissues, processes that involves the production of
pro-inflammatory cytokines, osteoclastogenesis and the action of enzymes, including
cathepsin K (CatK). Tanshinones are substances extracted from the Chinese
medicinal plant Salvia miltiorrhiza. Tanshinone IIA (TIIA) inhibits osteoclastogenesis /
bone resorption and promotes osteoblastogenesis / bone formation. Tanshinone II1A
sodium sulfonate (T06) inhibits bone loss via inhibition of the collagenolytic activity of
CatK. Both tanshinones have anti-inflammatory activity. Considering these effects, the
aim of the study was to evaluate the effect of TIIA and TO6 on bone destruction in AP
induced in mice. Fifty wild-type mice (C57BL/6), male, aged 8 weeks, were used. After
coronal opening, the pulp of the lower first molars on the right and left sides of 30
animals was removed/disorganized, and the pulp chamber was left open to the oral
environment for contamination and periapical lesion formation for a period of 10 days.
The mice were distributed into 4 groups (n=10/group): Group with AP induction and
treatment with TIIA (40 mg/Kg/day); Group with AP induction and treatment with TO6
(40 mg/kg/day); Group with AP induction and treatment with vehicle (distilled water);
and Group without AP induction and without therapeutic intervention. The substances
were administered by gavage, once a day, during the 10 days of the experiment. After
euthanasia, one hemi-mandible was fixed in paraformaldehyde and submitted to
microtomography for periapical space volume measurement. The volume of periapical
space (mm3) in the groups that received AP induction and treatments with TIIA, TO6
and water was greater than in the control group — without AP induction (p < 0.0001),
denoting the formation of the periapical lesion in those. There was no statistically
significant difference in periapical lesion volume between groups that received
treatments with TIIA, TO6 and water (p > 0.05). It was concluded that tanshinones II1A
and 06, administered for 10 days, had no effect on bone destruction in induced apical
periodontitis in mice.

Keywords: Mice. Periapical periodontitis. Bone resorption. Salvia miltiorrhiza.
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1 INTRODUCAO

Metade da populacdo adulta mundial tem pelo menos um dente com
periodontite apical*. A periodontite apical é causada pela infeccdo do sistema de
canais radiculares?® e se caracteriza pela presenca de inflamacédo e destruicdo de
tecidos mineralizados e ndo mineralizados perirradiculares, incluindo colageno e
outros componentes da matriz extracelular>4. Os micro-organismos e seus
componentes antigénicos estimulam as células do infiltrado inflamatdrio,
principalmente os macréfagos, a produzirem interleucina (IL) - 1, fator de necrose
tumoral (TNF) e IL-6, que sdo considerados mediadores primarios e principais
reguladores da osteoclastogénese®®. A via molecular de modulacdo da
osteoclastogénese é composta pelo sistema receptor ativador do fator nuclear-kappaB
- NF-kB - (RANK), seu ligante solavel (RANKL) e pela osteoprotegerina (OPG). O
RANKL é um membro da superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF), secretado
por osteoblastos, células T e células B ao serem ativados por citocinas pro-
inflamatadrias, como IL-1, IL-6 e TNF. O RANKL ativa a diferenciacdo em osteoclastos
ao ligar-se ao RANK expresso na superficie celular de seus precursores. A OPG é um
receptor soluvel que, ao se ligar ao RANKL, impede a sua ligacdo ao seu receptor
RANK e inibe a diferenciacdo de osteoclastos!®!!, A solubilizacdo do componente
mineral inorganico ocorre devido a producdo e bombeamento de prétons pelos
osteoclastos, que tornam o microambiente acido'?. A degradacdo de componentes
organicos do tecido mineralizado é realizada por enzimas liticas, dentre elas as
metaloproteinases da matriz (MMPSs) e as cisteino proteases, como a catepsina K —
CatK**3, que atuam néo apenas na degradacédo da matriz, como também na regulagdo
do inicio dos processos de reabsorcéo“.

Para controlar a periodontite apical, € necessario regular a sintese dos
mediadores inflamatérios'®'°> e a atividade osteoclastica?, o que é conseguido por
meio controle de infeccdo proporcionado pelo tratamento endoddntico®1’. Por outro
lado, tem sido sugerido na literatura que inibidores de cisteino proteases podem se
constituir em uma nova classe de farmacos para serem utilizados no tratamento da
periodontite apical'®19,

As cisteino proteases estdo presentes em plantas, virus, animais bactérias e

protozoarios?°, sendo divididas em 76 familias?:. Em humanos foram codificadas 11



14

cisteino proteases (B, H, L, S, C, K, O, F, V, X e W), conhecidas também como cisteina
catepsinas ou catepsinas®?. As cisteino proteases estdo envolvidas em processos
fisiologicos como apoptose, remodelacdo tecidual, degradacdo de proteinas em
diferentes situacdes?32%, e em processos patoldgicos como a osteoporose, metastase
de tumores?’, artrite reumatoide?®, lesdo de carie?®, doenca periodontal e periodontite
apicall318.29,

A CatK, um tipo de cisteino protease, é altamente expressa em osteoclastos?®.
Ela tem sido considerada um alvo promissor para o tratamento de determinadas
doencas ésseas como a osteoporose, pois sua secrecdo na interface matriz-
osteoclastos é considerada um evento chave na degradacdo 6ssea®03?, A Catk é
responsavel por 98% da atividade de cisteino proteases 6sseas®3, exercendo um
papel importante na degradacéo de uma série de proteinas, incluindo o colageno tipo
13436 com subsequente destruicdo tecidual®’-*°. Além disso, a CatK exerce papel na
resposta imune; foi mostrado que a deplecdo génica da CatK causou reducéo
acentuada na inflamacao e erosdo/ perda 6ssea nos quadros de artrite reumatoide e
doenca periodontal, por meio da diminuicdo de osteoclastos, macrofagos, células
dendriticas e células T4

Em relacdo a periodontite apical, estudos mostram que CatK esta diretamente
envolvida na reabsorcéo 6ssea que ocorre no desenvolvimento da lesdo periapical*38,
O silenciamento da expresséao do gene da CatK, reduziu a destruicao 6ssea e também
a expressao de citocinas em lesdes periapicais induzidas em dentes de ratos!3. Foi
demostrado também que inibidores sintéticos de CatK (desenhados artificialmente),
desenvolvidos para o tratamento de osteoporose pdés-menopausa como o Odanacatib
ou para artrite como o NC-2300, reduziram a expanséo das lesdes periapicais, 0
namero de macrofagos, a sintese de citocinas pro-inflamatérias e a funcdo dos
osteoclastos nas lesdes induzidas em dentes de ratos. Considerando os efeitos
protetores sobre a perda dssea e a inibicdo da inflamacéo, os autores desses estudos
sugeriram que inibidores de CatK representam uma opc¢ao promissora de farmacos
para o tratamento da periodontite apical*®1%, com possibilidade de desenvolvimento
de novas estratégias de tratamento dessa lesdo*®.

As cistatinas, principalmente as inibidoras da CatK, constituem uma classe de
farmacos que sao potentes antagonistas da atividade osteoclastica, reduzindo a perda
ossea*?, por exemplo, em casos de osteoporose*. No entanto, apesar da seletiva

inibicdo da CatK*3 e de néo afetar o processo de formagdo 6ssea*, nenhum desses
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compostos, dentre eles o Odanacatib, foi aprovado devido aos efeitos adversos?6:4°.
Os efeitos adversos mais comuns séo risco aumentado de acidente vascular cerebral
(AVC), fibrilacdo atrial e esclerodermia fibrosante ou fibrose da pele?6:4647,
Esclerodermia fibrosante e fibrilacéo atrial sédo doencas relacionadas a fibrose*®4° e o
AVC foi relacionado a fibrilacdo atrial®. A fibrose por si sé esta fortemente ligada ao
aumento da atividade de TGF-R1 nesses tecidos®, e sabe-se que o uso do
Odanacatib leva ao aumento das concentracdes de TGF-B1 em culturas de
fibroblastos de pele ao prevenir a degradacdo de TGFR1, a qual que é mediada por
CatK®?. Como tais medicamentos foram descritos como altamente seletivos para
em tecidos nao esqueléticos/6sseos, uma vez que elas sdo enzimas multifuncionais
envolvidas em varias vias metabdlicas e regulatérias®. Isso néo significa que a CatK
seja um alvo errado, mas que os medicamentos deveriam ser desenvolvidos para inibir
somente a atividade colagenolitica da CatK, deixando suas outras funcbes
preservadas?.

Ainda em relacdo ao tratamento de doencas Osseas liticas, como a
osteoporose, outras estratégias farmacoldgicas, que néo a inibicdo de CatK, tém sido
utilizadas. A caracteristica comum da maioria dos antirreabsortivos € a supresséo do
namero de osteoclastos. Antirreabsortivos, como o0 Denosumabe, reduzem
diretamente o nUmero de osteoclastos por interferir na osteoclastogénese por meio da
neutralizagdo do RANKL, enquanto os bisfosfonatos induzem a morte dos
osteoclastos por apoptose®. Essas estratégias que diminuem o numero de
osteoclastos tém efeitos adversos, pois gera desiquilibrio entre os osteoblastos
formadores de 0sso e 0s osteoclastos que degradam osso, o que acaba levando a
uma ma qualidade 6ssea. Grandes esforcos tém sido realizados para contornar a
interrupcdo do crosstalk entre as células dsseas no tratamento de doencas liticas®.

Assim, outros compostos tém sido pesquisados para o tratamento de doencas
Osseas liticas, dentre eles as tanshinonas. As tanshinonas sdo compostos extraidos
da raiz seca da planta medicinal Salvia miltiorrhiza, também conhecida como Danshen
na medicina tradicional chinesa®. Elas séo os principais constituintes farmacolégicos
da Danshen e ddo a raiz sua cor marrom-avermelhada®. Inameras formas
farmacéuticas de S. miltiorrhiza, como capsulas, comprimidos, pilulas, solu¢cfes para
uso oral e injetavel estdo disponiveis comercialmente na China®’. Elas sdo usadas na

medicina chinesa para o tratamento de doencas cardiovasculares, como
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aterosclerose, acidente vascular cerebral e hiperlipidemia®® e doencas esqueléticas,
como artrite e osteoporose®®, entre varias outras. Nos Estados Unidos e na Europa,
alguns produtos de Danshen estdo disponiveis para uso como “suplementos
alimentares™’. Existe um grande mercado para os produtos de Danshen nos paises
asiaticos, bem como um grande interesse no uso de produtos fitoterapicos em todo o
mundo®62,

Dentre os varios tipos de tanshinonas, a tanshinona IlIA (TIIA) (Figura 1a) é a
mais estudada®%3. Ela exerce efeitos cardioprotetores por meio do aumento da
angiogénese, o que pode favorecer o tratamento de determinadas doengas
cardiovasculares, e apresenta efeitos imunomoduladores, reduzindo a producéo de
mediadores inflamatorios e restaurando as vias de sinalizacdo anormais por meio da
regulacédo da funcdo e ativacdo das células imunes. A TIIA também pode regular as
vias de transducdo de sinal, como a via TLR / NF-kB e a via MAPKs / NF-kB,
apresentando assim papel anti-inflamatoério, anticoagulante, antitrombdtico e
neuroprotetor. Além disso, a TIIA apresenta potencial antitumoral®3.

Em relag&o aos efeitos nas células e tecido 6sseo, TIIA mostrou potencial de
atuar em diferentes cenarios, seja prevenindo, seja tratando a perda O6ssea nas
doencas osteoliticas como osteoporose pds-menopausa®*®. Estudos em animais
revelaram que a TIIA preveniu a deterioracdo esquelética em modelos de osteoporose
induzida por deficiéncia de estrogénio, diabetes e inflamac&o8%¢4. A atividade anti-
osteopordtica acontece por meio da inibicdo da osteoclastogénese® e
facilitacdo/promocéo da osteoblastogénese®%°. A supressdo da osteoclastogénese é
exercida principalmente por meio de sua propriedade anti-inflamatéria®, que ocorre
por meio do bloqueio da ativacéo induzida por RANKL das vias de NF-kB, MAPK e
Akt84,

Quando empregada para o tratamento da osteoporose, a TIIA suprime a perda
O0ssea e restaura, em células tronco mesenquimais da medula éssea (BMSCs)
isoladas de ratas ovariectomizadas, a proliferacdo, o potencial de multiplicacéo e
diferenciacdo e suprime a senescéncia®®. Foi demonstrado que as BMSCs
disfuncionais estéo associadas a osteoporose e contribuem para a perda 6ssea®®. No
tratamento de osteoartrite provocada em ratos, a TIIA inibiu efetivamente a apoptose
de condrécitos e a degradacdo da cartilagem articular por meio da inibicdo da

expressao de citocinas inflamatérias, incluindo IL-1B, TNF-a e 6xido nitrico no soro®”.
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A injecdo direta de TIIA na mucosa gengival reduziu 0 movimento dentario de molar
de ratos, suprimindo a atividade osteoclastica®®.

Em relacdo aos efeitos pré-osteogénicos, a TIIA previne a apoptose dos
osteoblastos, aumentando a expressdo de genes antiapoptéticos e reduzindo a
expressado de genes apoptéticos®, além de facilitar a osteoblastogénese ao melhorar
0 estresse oxidativo e a inflamac&o® 79, Trabalhos mostraram que a TIIA promoveu a
diferenciacdo osteogénica de células tronco mesenquimais do ligamento periodontal
humano’!, de pré-osteoblastos MC3T3-E17? e de BMSCs, sendo esta Ultima por meio
da via de sinalizacdo de BMP e Wnt3. Os pesquisadores sugeriram que TIIA tem
potencial para ser aplicada durante a implantacdo BMSCs em estratégias clinicas de
tratamento de doencas ésseas?. Além disso, a TIIA exerceu efeito benéfico no reparo
de fratura do fémur de camundongo; houve aumento do volume da &area do calo e da
densidade mineral 6ssea’?. De acordo com os autores, a TIIA pode ser um
medicamento potencialmente eficaz para a cicatrizacao de fraturas, apesar de mais
pesquisas experimentais e clinicas ainda serem necessarias’?.

E importante salientar que diferentemente dos antirreabsortivos como
estrogénio, bifosfonatos e Denosumabe, que reduzem a populagdo de osteoclastos,
a TIIA ndo exerce somente esse efeito. Ela reduz a osteoclastogénese, mas também
induz a formagéo 6ssea®°. Outro potencial efeito da TIIA seria a inibicdo de CatK>°. No
entanto, ndo ha estudos avaliando especificamente esse efeito da TIIA.

A Tanshinona IIA sulfonato de sédio (T06) é um derivado sollvel da TIIA%,
obtida pela modificacdo na sua formula molecular, incluindo a cadeia de sulfonacao
na posicdo C-16°72 (Figura 1b). Embora TIIA e T06 tenham sido usadas em estudos
para as mesmas indicacoes, as atividades farmacologicas ndo sao todas iguais para
ambas devido a diferenca na estrutura molecular®®. Por exemplo, enquanto a T06
preveniu hemorragia cerebral induzida em zebrafish, a TIIA apresentou pobre
eficacia’™. Além disso, também ha diferencas no metabolismo das duas tanshinonas®®.

Por outro lado, estudos clinicos e experimentais sugerem que a T06, assim
como a TIIA, é eficaz no tratamento de muitas doencas (doencgas cardiovasculares,
incluindo infarto do miocardio, aterosclerose, hipertrofia e fibrose cardiaca; doenca
pulmonares, como doencga pulmonar obstrutiva crénica; sepse; AVC; doencas
hepéticas; e reparo de pele), principalmente por seus efeitos anti-inflamatério,
antioxidante, anticoagulante, anti-apoptose e de protecdo cardiovascular®. Os

mecanismos de agéo da T06, na sua maioria relacionadas aos efeitos antioxidantes e
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anti-inflamatorios, ocorrem por meio da regulagéo de fatores de transcri¢do, tais como
NF-kB, Nrf2, Stat1 / 3, Smad2 / 3, Hif-1a e B-catenina. Canais de Ca? *, K * e CI
também sdo alvos importantes da T06%. Estudos mostraram que T06 reduziu os
niveis de expressdo de TNF-a, IL-1B e TGF-B em tecidos de miocardio infartado’®,
suprimiu a obstrugdo microvascular e a acéo inflamatdria em um modelo experimental
de falta de perfusdo miocardica’®, inibiu a expresséo de NF-kB e a liberacéo de fatores
pré-inflamatérios, incluindo TNF-a e IL-6, em um modelo de sepse em camundongos’’

e inibiu a expressdo de TNF-a e IL-6 induzida por LPS em células endoteliais®.

Figura 1 - Estruturas quimicas das tanshinona lla (TIIA) e tanshinona IlA sulfato de
sédio (T06).

| Tanshinona IIA (TIIA)

‘ Tanshinona ITA Sulfonato de sédio (T06)

(A) TIIA, Férmula Molecular: C19H1803, PubChem CID: 164676. (B) T06, Férmula Molecular:
C19H17NaOsS, PubChem CID: 23669322. Os circulos em vermelho indicam a diferenca de
posicdo C-16 entre os grupos TIIA e TO6.
Fonte: Zhou et al.®

Outro importante efeito da T06 é a inibicdo de CatK>*. No entanto, o mecanismo
de acédo da T06 é diferente dos inibidores de CatK desenvolvidos anteriormente para
o controle de osteoporose, como o Odanacatib. A TO6 bloqueia especificamente da
atividade colagenolitica da CatK. Isso ocorre porque ela se liga a sitios especificos da
CatK envolvidos no reconhecimento do substrato (colageno) ou ligante associado a
atividade da colagenase, sendo que o sitio ativo da CatK permanece integro e
funcional®®. Se o sitio ativo fosse afetado/bloqueado, haveria os mesmos efeitos
adversos cardiacos e dermatologicos provocados pelos inibidores CatK clinicamente
testados*®%4, Panwar et al.*>>* denominaram esse efeito da T06 de inibicdo ectostérica
de CatK.
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Em relacéo aos efeitos nas células e tecido 6sseo, estudo in vitro mostrou que
a T06 suprimiu a atividade reabsortiva de osteoclastos de humano e de camundongo,
sendo que a referida atividade foi totalmente reversivel em ambos os tipos de células.
Além disso, TO6 ndo inibiu a osteoclastogénese, ndo afetou a viabilidade dos
osteoclastos e ndo interferiu na degradacdo do TGF-R1%°. Quando administrada, em
camundongos ovariectomizados, ela ndo alterou o nimero de osteoclastos, induziu
aumento significativo da densidade mineral 0ssea trabecular femoral, melhorou os
parametros 0sseos estruturais, além de aumentar o numero de osteoblastos e
marcadores de formacdo Ossea. Ela ndo teve efeito estrogénico no Utero, nem
mostrou toxicidade hepética e renal, além de ndo afetar a funcdo cognitiva
previamente descrita em camundongos deficientes em CatK. Como néo ha efeito de
TO06 na osteoclastogénese, sua atividade antirreabsortiva é atribuida a inibicdo de
Catk*>. De acordo com os pesquisadores, esse inibidor seletivo da atividade
colagenolitica da CatK pode superar as deficiéncias dos medicamentos direcionados
ao sitio ativo da CatK com tendéncia a efeitos adversos como alteracdes cardiacas e
dermatol6gicas*®.

Considerando os efeitos da TIIA na inibicdo da osteoclastogénese / reabsorcao
6ssea e na promocéo da osteoblastogénese / formacédo 6ssea®, e os efeitos da T06
na inibicdo da perda éssea via inibicdo da atividade colagenolitica da CatK#®, além da
atividade anti-inflamatéria de ambas®®4, essas substancias de origem natural podem

ser candidatas para auxiliar na prevencao ou no tratamento da periodontite apical.
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4 CONCLUSAO

Pode-se concluir que as tanshinonas IIA e 06, administradas por 10 dias, néo

tiveram efeito na perda éssea em periodontite apical induzida em camundongos.
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