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

RESUMO 

A periodontite apical (PA) é causada pela infecção do sistema de canais radiculares. 
Ela se caracteriza pela presença de inflamação e destruição de tecidos mineralizados 
e não mineralizados periapicais, processos esses que envolvem a produção de 
citocinas pró-inflamatórias, osteoclastogênese e ação de enzimas, dentre elas a 
catepsina K (CatK). As tanshinonas são substâncias extraídas da planta medicinal 
chinesa Salvia miltiorrhiza. A tanshinona IIA (TIIA) inibe a osteoclastogênese / 
reabsorção óssea e promove a osteoblastogênese / formação óssea. A tanshinona IIA 
sulfonato de sódio (T06) inibe perda óssea via inibição da atividade colagenolítica da 
CatK, sendo que ambas tanshinonas apresentam atividade anti-inflamatória. 
Considerando os referidos efeitos, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito de TIIA e 
T06 sobre a destruição óssea em PA induzida em camundongos. Foram utilizados 40 
camundongos wild-type da linhagem C57BL/6, machos, com 8 semanas. Após 
abertura coronária, a polpa dos primeiros molares inferiores direito e esquerdo de 30 
animais foi removida/desorganizada, e a câmara pulpar foi deixada aberta ao 
ambiente bucal para contaminação e formação da lesão periapical por um período de 
10 dias. Os camundongos foram distribuídos em 4 grupos (n=10/grupo): Grupo com 
indução de PA e tratamento com TIIA (40 mg/Kg/dia); Grupo com indução de PA e 
tratamento com T06 (40 mg/Kg/dia); Grupo com indução de PA e tratamento com 
veículo (água destilada); e Grupo sem indução da PA e sem intervenção terapêutica. 
As substâncias foram administradas por gavagem, uma vez ao dia, durante os 10 dias 
do experimento. Após eutanásia, uma hemi-mandíbula foi fixada em paraformaldeído 
e submetida ao exame em microtomógrafo para mensuração do volume do espaço 
periapical. O volume do espaço periapical (mm³) nos grupos que receberam indução 
da PA e tratamentos com TIIA e T06 foi maior que no grupo controle – sem indução 
de PA (p < 0,0001), denotando a formação da lesão periapical naqueles. Não houve 
diferença estatisticamente significativa no volume da lesão periapical entre os grupos 
que receberam tratamentos com TIIA, T06 e água (p > 0,05). Concluiu-se que as 
tanshinonas IIA e 06, administradas por 10 dias, não tiveram efeito na destruição 
óssea em periodontite apical induzida em camundongos. 

Palavras – chave: Camundongo. Periodontite periapical. Reabsorção óssea. Salvia 
miltiorrhiza. 



Vieira SM. Effect of tanshinones on bone loss in experimentally induced mice apical 
periodontits [Dissertação 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 IIA 
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 T06 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 T06 
(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, T06 
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, T06 and water (p > 0.05). It was concluded that tanshinones IIA 
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 INTRODUÇÃO 

Metade da população adulta mundial tem pelo menos um dente com 

periodontite apical1. A periodontite apical é causada pela infecção do sistema de 

canais radiculares2,3 e se caracteriza pela presença de inflamação e destruição de 

tecidos mineralizados e não mineralizados perirradiculares, incluindo colágeno e 

outros componentes da matriz extracelular2,4. Os micro-organismos e seus 

componentes antigênicos estimulam as células do infiltrado inflamatório, 

principalmente os macrófagos, a produzirem interleucina (IL) - 1, fator de necrose 

tumoral (TNF) e IL-6, que são considerados mediadores primários e principais 

reguladores da osteoclastogênese5-9. A via molecular de modulação da 

osteoclastogênese é composta pelo sistema receptor ativador do fator nuclear-kappaB 

- NF-κB - (RANK), seu ligante solúvel (RANKL) e pela osteoprotegerina (OPG). O

RANKL é um membro da superfamília do fator de necrose tumoral (TNF), secretado 

por osteoblastos, células T e células B ao serem ativados por citocinas pró-

inflamatórias, como IL-1, IL-6 e TNF. O RANKL ativa a diferenciação em osteoclastos 

ao ligar-se ao RANK expresso na superfície celular de seus precursores. A OPG é um 

receptor solúvel que, ao se ligar ao RANKL, impede a sua ligação ao seu receptor 

RANK e inibe a diferenciação de osteoclastos10,11. A solubilização do componente 

mineral inorgânico ocorre devido à produção e bombeamento de prótons pelos 

osteoclastos, que tornam o microambiente ácido12. A degradação de componentes 

orgânicos do tecido mineralizado é realizada por enzimas líticas, dentre elas as 

metaloproteinases da matriz (MMPs) e as cisteíno proteases, como a catepsina K – 

CatK4,13, que atuam não apenas na degradação da matriz, como também na regulação 

do início dos processos de reabsorção14. 

Para controlar a periodontite apical, é necessário regular a síntese dos 

mediadores inflamatórios13,15 e a atividade osteoclástica2, o que é conseguido por 

meio controle de infecção proporcionado pelo tratamento endodôntico16,17. Por outro 

lado, tem sido sugerido na literatura que inibidores de cisteíno proteases podem se 

constituir em uma nova classe de fármacos para serem utilizados no tratamento da 

periodontite apical18,19. 

As cisteíno proteases estão presentes em plantas, vírus, animais bactérias e 

protozoários20, sendo divididas em 76 famílias21. Em humanos foram codificadas 11 
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cisteíno proteases (B, H, L, S, C, K, O, F, V, X e W), conhecidas também como cisteína 

catepsinas ou catepsinas22. As cisteíno proteases estão envolvidas em processos 

fisiológicos como apoptose, remodelação tecidual, degradação de proteínas em 

diferentes situações23-26, e em processos patológicos como a osteoporose, metástase 

de tumores27, artrite reumatoide26, lesão de cárie28, doença periodontal e periodontite 

apical13,18,29.  

A CatK, um tipo de cisteíno protease, é altamente expressa em osteoclastos18. 

Ela tem sido considerada um alvo promissor para o tratamento de determinadas 

doenças ósseas como a osteoporose, pois sua secreção na interface matriz-

osteoclastos é considerada um evento chave na degradação óssea30-32. A Catk é 

responsável por 98% da atividade de cisteíno proteases ósseas33, exercendo um 

papel importante na degradação de uma série de proteínas, incluindo o colágeno tipo 

I34-36,  com subsequente destruição tecidual37-40. Além disso, a CatK exerce papel na 

resposta imune; foi mostrado que a depleção gênica da CatK causou redução 

acentuada na inflamação e erosão/ perda óssea nos quadros de artrite reumatóide e 

doença periodontal, por meio da diminuição de osteoclastos, macrófagos, células 

dendríticas e células T41. 

Em relação à periodontite apical, estudos mostram que CatK está diretamente 

envolvida na reabsorção óssea que ocorre no desenvolvimento da lesão periapical13,18. 

O silenciamento da expressão do gene da CatK, reduziu a destruição óssea e também 

a expressão de citocinas em lesões periapicais induzidas em dentes de ratos13. Foi 

demostrado também que inibidores sintéticos de CatK (desenhados artificialmente), 

desenvolvidos para o tratamento de osteoporose pós-menopausa como o Odanacatib 

ou para artrite como o NC-2300, reduziram a expansão das lesões periapicais, o 

número de macrófagos, a síntese de citocinas pró-inflamatórias e a função dos 

osteoclastos nas lesões induzidas em dentes de ratos. Considerando os efeitos 

protetores sobre a perda óssea e a inibição da inflamação, os autores desses estudos 

sugeriram que inibidores de CatK representam uma opção promissora de fármacos 

para o tratamento da periodontite apical18,19, com possibilidade de desenvolvimento 

de novas estratégias de tratamento dessa lesão18. 

As cistatinas, principalmente as inibidoras da CatK, constituem uma classe de 

fármacos que são potentes antagonistas da atividade osteoclástica, reduzindo a perda 

óssea42, por exemplo, em casos de osteoporose34. No entanto, apesar da seletiva 

inibição da CatK43 e de não afetar o processo de formação óssea44, nenhum desses 
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compostos, dentre eles o Odanacatib, foi aprovado devido aos efeitos adversos26,45. 

Os efeitos adversos mais comuns são risco aumentado de acidente vascular cerebral 

(AVC), fibrilação atrial e esclerodermia fibrosante ou fibrose da pele26,46,47. 

Esclerodermia fibrosante e fibrilação atrial são doenças relacionadas à fibrose48,49 e o 

AVC foi relacionado à fibrilação atrial50. A fibrose por si só está fortemente ligada ao 

aumento da atividade de TGF-ß1 nesses tecidos51, e sabe-se que o uso do 

Odanacatib leva ao aumento das concentrações de TGF-ß1 em culturas de 

fibroblastos de pele ao prevenir a degradação de TGFß1, a qual que é mediada por 

CatK52. Como tais medicamentos foram descritos como altamente seletivos para 

CatK, é provável que os efeitos adversos sejam atribuíveis à inibição direta de CatK 

em tecidos não esqueléticos/ósseos, uma vez que elas são enzimas multifuncionais 

envolvidas em várias vias metabólicas e regulatórias45. Isso não significa que a CatK 

seja um alvo errado, mas que os medicamentos deveriam ser desenvolvidos para inibir 

somente a atividade colagenolítica da CatK, deixando suas outras funções 

preservadas45. 

Ainda em relação ao tratamento de doenças ósseas líticas, como a 

osteoporose, outras estratégias farmacológicas, que não a inibição de CatK, têm sido 

utilizadas. A característica comum da maioria dos antirreabsortivos é a supressão do 

número de osteoclastos. Antirreabsortivos, como o Denosumabe, reduzem 

diretamente o número de osteoclastos por interferir na osteoclastogênese por meio da 

neutralização do RANKL, enquanto os bisfosfonatos induzem a morte dos 

osteoclastos por apoptose53. Essas estratégias que diminuem o número de 

osteoclastos têm efeitos adversos, pois gera desiquilíbrio entre os osteoblastos 

formadores de osso e os osteoclastos que degradam osso, o que acaba levando a 

uma má qualidade óssea. Grandes esforços têm sido realizados para contornar a 

interrupção do crosstalk entre as células ósseas no tratamento de doenças líticas54. 

Assim, outros compostos têm sido pesquisados para o tratamento de doenças 

ósseas líticas, dentre eles as tanshinonas. As tanshinonas são compostos extraídos 

da raiz seca da planta medicinal Salvia miltiorrhiza, também conhecida como Danshen 

na medicina tradicional chinesa55. Elas são os principais constituintes farmacológicos 

da Danshen e dão à raiz sua cor marrom-avermelhada56. Inúmeras formas 

farmacêuticas de S. miltiorrhiza, como cápsulas, comprimidos, pílulas, soluções para 

uso oral e injetável estão disponíveis comercialmente na China57. Elas são usadas na 

medicina chinesa para o tratamento de doenças cardiovasculares, como 
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aterosclerose, acidente vascular cerebral e hiperlipidemia58 e doenças esqueléticas, 

como artrite e osteoporose59,60, entre várias outras. Nos Estados Unidos e na Europa, 

alguns produtos de Danshen estão disponíveis para uso como “suplementos 

alimentares”57. Existe um grande mercado para os produtos de Danshen nos países 

asiáticos, bem como um grande interesse no uso de produtos fitoterápicos em todo o 

mundo61,62. 

Dentre os vários tipos de tanshinonas, a tanshinona IIA (TIIA) (Figura 1a) é a 

mais estudada55,63. Ela exerce efeitos cardioprotetores por meio do aumento da 

angiogênese, o que pode favorecer o tratamento de determinadas doenças 

cardiovasculares, e apresenta efeitos imunomoduladores, reduzindo a produção de 

mediadores inflamatórios e restaurando as vias de sinalização anormais por meio da 

regulação da função e ativação das células imunes. A TIIA também pode regular as 

vias de transdução de sinal, como a via TLR / NF-κB e a via MAPKs / NF-κB, 

apresentando assim papel anti-inflamatório, anticoagulante, antitrombótico e 

neuroprotetor. Além disso, a TIIA apresenta potencial antitumoral63. 

Em relação aos efeitos nas células e tecido ósseo, TIIA mostrou potencial de 

atuar em diferentes cenários, seja prevenindo, seja tratando a perda óssea nas 

doenças osteolíticas como osteoporose pós-menopausa64,65. Estudos em animais 

revelaram que a TIIA preveniu a deterioração esquelética em modelos de osteoporose 

induzida por deficiência de estrogênio, diabetes e inflamação60,64. A atividade anti-

osteoporótica acontece por meio da inibição da osteoclastogênese64 e 

facilitação/promoção da osteoblastogênese3,60. A supressão da osteoclastogênese é 

exercida principalmente por meio de sua propriedade anti-inflamatória60, que ocorre 

por meio do bloqueio da ativação induzida por RANKL das vias de NF-κB, MAPK e 

Akt64. 

Quando empregada para o tratamento da osteoporose, a TIIA suprime a perda 

óssea e restaura, em células tronco mesenquimais da medula óssea (BMSCs) 

isoladas de ratas ovariectomizadas, a proliferação, o potencial de multiplicação e 

diferenciação e suprime a senescência65. Foi demonstrado que as BMSCs 

disfuncionais estão associadas à osteoporose e contribuem para a perda óssea66. No 

tratamento de osteoartrite provocada em ratos, a TIIA inibiu efetivamente a apoptose 

de condrócitos e a degradação da cartilagem articular por meio da inibição da 

expressão de citocinas inflamatórias, incluindo IL-1β, TNF-α e óxido nítrico no soro67. 
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A injeção direta de TIIA na mucosa gengival reduziu o movimento dentário de molar 

de ratos, suprimindo a atividade osteoclástica68. 

Em relação aos efeitos pró-osteogênicos, a TIIA previne a apoptose dos 

osteoblastos, aumentando a expressão de genes antiapoptóticos e reduzindo a 

expressão de genes apoptóticos69, além de facilitar a osteoblastogênese ao melhorar 

o estresse oxidativo e a inflamação60,70. Trabalhos mostraram que a TIIA promoveu a

diferenciação osteogênica de células tronco mesenquimais do ligamento periodontal 

humano71, de pré-osteoblastos MC3T3-E172 e de BMSCs, sendo esta última por meio 

da via de sinalização de BMP e Wnt3. Os pesquisadores sugeriram que TIIA tem 

potencial para ser aplicada durante a implantação BMSCs em estratégias clínicas de 

tratamento de doenças ósseas3. Além disso, a TIIA exerceu efeito benéfico no reparo 

de fratura do fêmur de camundongo; houve aumento do volume da área do calo e da 

densidade mineral óssea72. De acordo com os autores, a TIIA pode ser um 

medicamento potencialmente eficaz para a cicatrização de fraturas, apesar de mais 

pesquisas experimentais e clínicas ainda serem necessárias72. 

É importante salientar que diferentemente dos antirreabsortivos como 

estrogênio, bifosfonatos e Denosumabe, que reduzem a população de osteoclastos, 

a TIIA não exerce somente esse efeito. Ela reduz a osteoclastogênese, mas também 

induz a formação óssea59. Outro potencial efeito da TIIA seria a inibição de CatK59. No 

entanto, não há estudos avaliando especificamente esse efeito da TIIA.  

A Tanshinona IIA sulfonato de sódio (T06) é um derivado solúvel da TIIA45, 

obtida pela modificação na sua fórmula molecular, incluindo a cadeia de sulfonação 

na posição C-1655,73 (Figura 1b). Embora TIIA e T06 tenham sido usadas em estudos 

para as mesmas indicações, as atividades farmacológicas não são todas iguais para 

ambas devido à diferença na estrutura molecular55. Por exemplo, enquanto a T06 

preveniu hemorragia cerebral induzida em zebrafish, a TIIA apresentou pobre 

eficácia74. Além disso, também há diferenças no metabolismo das duas tanshinonas55. 

Por outro lado, estudos clínicos e experimentais sugerem que a T06, assim 

como a TIIA, é eficaz no tratamento de muitas doenças (doenças cardiovasculares, 

incluindo infarto do miocárdio, aterosclerose, hipertrofia e fibrose cardíaca; doença 

pulmonares, como doença pulmonar obstrutiva crônica; sepse; AVC; doenças 

hepáticas; e reparo de pele), principalmente por seus efeitos anti-inflamatório, 

antioxidante, anticoagulante, anti-apoptose e de proteção cardiovascular55. Os 

mecanismos de ação da T06, na sua maioria relacionadas aos efeitos antioxidantes e 
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anti-inflamatórios, ocorrem por meio da regulação de fatores de transcrição, tais como 

NF-κB, Nrf2, Stat1 / 3, Smad2 / 3, Hif-1α e β-catenina. Canais de Ca2 +, K + e Cl− 

também são alvos importantes da T0655. Estudos mostraram que T06 reduziu os 

níveis de expressão de TNF-α, IL-1β e TGF-β em tecidos de miocárdio infartado75, 

suprimiu a obstrução microvascular e a ação inflamatória em um modelo experimental 

de falta de perfusão miocárdica76, inibiu a expressão de NF-κB e a liberação de fatores 

pró-inflamatórios, incluindo TNF-α e IL-6, em um modelo de sepse em camundongos77 

e inibiu a expressão de TNF-α e IL-6 induzida por LPS em células endoteliais64. 

Figura 1 - Estruturas químicas das tanshinona IIa (TIIA) e tanshinona IIA sulfato de 
sódio (T06). 

(A) TIIA, Fórmula Molecular: C19H18O3, PubChem CID: 164676. (B) T06, Fórmula Molecular:
C19H17NaO6S, PubChem CID: 23669322. Os círculos em vermelho indicam a diferença de
posição C-16 entre os grupos TIIA e T06.
Fonte: Zhou et al.55

Outro importante efeito da T06 é a inibição de CatK54. No entanto, o mecanismo 

de ação da T06 é diferente dos inibidores de CatK desenvolvidos anteriormente para 

o controle de osteoporose, como o Odanacatib. A T06 bloqueia especificamente da

atividade colagenolítica da CatK. Isso ocorre porque ela se liga a sítios específicos da 

CatK envolvidos no reconhecimento do substrato (colágeno) ou ligante associado à 

atividade da colagenase, sendo que o sítio ativo da CatK permanece íntegro e 

funcional54. Se o sítio ativo fosse afetado/bloqueado, haveria os mesmos efeitos 

adversos cardíacos e dermatológicos provocados pelos inibidores CatK clinicamente 

testados45,54. Panwar et al.45,54 denominaram esse efeito da T06 de inibição ectostérica 

de CatK. 
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Em relação aos efeitos nas células e tecido ósseo, 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 reversível em ambos os tipos de células. 

Além disso, T06 não inibiu a osteoclastogênese, não afetou a viabilidade dos 

osteoclastos e não interferiu na degradação do TGF-ß145. Quando administrada, em 

camundongos ovariectomizados, ela não alterou o número de osteoclastos, induziu 

aumento significativo da densidade mineral óssea trabecular femoral, melhorou os 

parâmetros ósseos estruturais, além de aumentar o número de osteoblastos e 

marcadores de formação óssea. Ela não teve efeito estrogênico no útero, nem 

mostrou toxicidade hepática e renal, além de não afetar a função cognitiva 

previamente descrita em camundongos deficientes em CatK. Como não há efeito de 

T06 na osteoclastogênese, sua atividade antirreabsortiva é atribuída à inibição de 

CatK45. De acordo com os pesquisadores, esse inibidor seletivo da atividade 

colagenolítica da CatK pode superar as deficiências dos medicamentos direcionados 

ao sítio ativo da CatK com tendência a efeitos adversos como alterações cardíacas e 

dermatológicas45.   

Considerando os efeitos da TIIA na inibição da osteoclastogênese / reabsorção 

óssea e na promoção da osteoblastogênese / formação óssea60, e os efeitos da T06 

na inibição da perda óssea via inibição da atividade colagenolítica da CatK45, além da 

atividade anti-inflamatória de ambas55,64, essas substâncias de origem natural podem 

ser candidatas para auxiliar na prevenção ou no tratamento da periodontite apical.  
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4 CONCLUSÃO 

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

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