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Pavanelli ALR. Efeito do tratamento sistêmico com tanshinona na modulação da 

doença periodontal experimental: estudo em camundongos [dissertação de 
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022. 
 

Resumo 
A periodontite é uma doença inflamatória crônica, altamente prevalente, de etiologia 

multicausal e que se desenvolve como resultado de complexas interações parasita-
hospedeiro. Se não tratada, ela resulta na reabsorção do tecido conjuntivo 
mineralizado e não mineralizado ao redor dos dentes. O processo inflamatório 

próximo ao esqueleto leva a um fenótipo clínico de perda óssea, observado em 
diversas patologias, como artrose, artrite reumatoide e doença periodontal (DP). 
Esse processo é dependente da diferenciação e atividade de osteoclastos, as células 

responsáveis por reabsorver o tecido ósseo. Desta forma, a inibição da diferenciação 
ou da atividade dessas células é uma estratégia viável para o controle da reabsorção 
óssea. A Tanshinona é uma substância natural da Salvia miltiorrhiza (Danshen) que 

emergiu recentemente como fármacos promissores na redução do fenótipo 
osteoporótico em camundongos. Tais compostos são capazes de inibir 
especificamente a atividade colagenolítica da catepsina K, enzima secretada pelos 

osteoclastos que participa da degradação da fase orgânica da matriz óssea, sem 
interferir na diferenciação de osteoclastos. Porém, os efeitos desses fármacos na 
inibição da perda óssea causada por inflamação não estão bem elucidados. Sendo 

assim, o presente estudo apresenta como objetivo avaliar os efeitos desses 
fármacos como tratamento sistêmico na modulação da DP experimental. Para isto, 
foram utilizados camundongos C57BL6/J, machos distribuídos em 4 grupos 

experimentais (n=10), conforme descritos: grupo doença periodontal (DP), grupo 
tanshinona TIIA (TIIA), grupo tanshinona T06 (T06), e o Grupo Controle (C). Os 
animais dos grupos DP, TIIA e T06 receberam indução experimental de DP por meio 

da colocação de ligaduras. As tanshinonas foram administradas diariamente por 10 
dias para o grupo TIIA e T06, e o Grupo DP obteve o tratamento com solução veículo 
(água) por meio de gavagem oral. Após esse período os animais foram 

eutanasiados. As amostras obtidas foram utilizadas para avaliação do processo 
imuno-inflamatório presente no tecido gengival, por meio de análise de RT-PCR em 
tempo real. A avaliação da perda óssea alveolar foi avaliada por microtomografia 

computadorizada (μCT). O grupo DP apresentou significante perda óssea alveolar, 
no período de 10 dias, comparado ao grupo controle e os demais grupos TIIA e T06. 
Houve aumento significante na expressão gênica do mediador inflamatório IL-1b e na 

catepsina K envolvida no processo de osteoclastogênese para o grupo DP em 
relação ao grupo controle. Essas expressões se mostraram menores nos grupos TIIA 
e T06 comparados ao grupo DP. Com base nos achados do presente estudo, 

sugere-se que as tanshinonas (TIIA e T06) são estratégias promissoras na 
modulação da DP experimental em camundongos. 
 

 
Palavras - chave: Catepsina K. Doenças periodontais. Perda do osso alveolar. 
Osteoclastos.            

 



 
 

Pavanelli ALR. Effect of systemic treatment with tanshinone on the modulation of 

experimental periodontitis: study in mice [dissertação de mestrado]. Araraquara: 
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022. 
 

Abstract 

Periodontitis is a highly prevalent chronic inflammatory disease of multicausal 
etiology that develops as a result of complex host parasite interactions. If left 
untreated, it results in the resorption of mineralized and non-mineralized connective 

tissue of the teeth. The inflammatory process near the skeleton leads to a clinical 
phenotype of bone loss, observed in several pathologies, such as arthrosis, 
rheumatoid arthritis and periodontal disease (PD). This process is dependent on the 

activity of osteoclasts, the cells responsible for the resorption of the bone tissue. This 
process is dependent on the differentiation and activity of osteoclasts, the cells 
responsible for resorbing bone tissue. Thus, inhibition of differentiation or activity of 

these cells is a viable strategy to control bone resorption. Tanshinone is a natural 
substance from Salvia miltiorrhiza (Danshen) that has appeared as promising drugs 
in reducing the osteoporotic phenotype in mice. Such compounds are capable of 

specifically inhibiting the collagenolytic activity of cathepsin K, an enzyme secreted by 
osteoclasts that participates in the degradation of the organic phase of the bone 
matrix, without interfering with osteoclast differentiation. However, the effects of these 

drugs in inhibiting bone loss caused by inflammation are not well understood. 
Therefore, the present study aims to evaluate the effects of these drugs as a 
systemic treatment in the modulation of experimental PD. For this, C57BL6/J male 

mice were distributed into 4 experimental groups (n=10), as described: periodontal 
disease (PD) group, TIIA tanshinone group (TIIA), T06 tanshinone group (T06), and 
the control Group. (C). The animals in the PD, TIIA and T06 groups received 

experimental induction of PD through the placement of ligatures. The tanshinones 
were administered daily for 10 days for the TIIA and T06 groups, and the DP group 
was treated with vehicle solution (water) through oral gavage. After this period, the 

animals were euthanized. The samples obtained were used to evaluate the immuno-
inflammatory process present in the gingival tissue by means of real-time RT-PCR 
analysis. Assessment of alveolar bone loss was evaluated by micro computed 

tomography (μCT). The PD group showed significant alveolar bone loss within 10 
days, compared to the control group and the other TIIA and T06 groups. There was a 
significant increase in the gene expression of the inflammatory mediator IL-1b and in 

the cathepsin K involved in the osteoclastogenesis process for the PD group 
compared to the control group. These expressions were lower in the TIIA and T06 
groups compared to the PD group. Based on the findings of the present study, it is 

suggested that tanshinones (TIIA and T06) are a promising strategy in modulating 
experimental periodontal disease in mice. 
 

 
Keywords: Cathepsin K. Periodontal diseases.  Alveolar Bone Loss. Osteoclasts. 
           

  



 
 

SUMÁRIO  

 

 
1 INTRODUÇÃO ............................................................................................................. 14 

 

2 PROPOSIÇÃO ............................................................................................................. 18 

2.1Objetivo geral ............................................................................................................ 18 

2.2 Objetivos específicos ............................................................................................... 18 

 

3 REVISÃO DE LITERATURA ......................................................................................... 19 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS ............................................................................................. 23 

4.1 Tanshinonas ............................................................................................................. 23 

4.2 Desenho experimental ............................................................................................. 23 

4.3 Indução da doença periodontal................................................................................ 24 

4.4 Administração das tanhinonas TIIA e T06 (sódio sulfonato) ................................... 25 

4.5 Sacrifício e coleta das amostras .............................................................................. 25 

4.6 Análise microtomográfica ........................................................................................ 26 

4.7 Reação de polimerase em cadeia (RT-qPCR) .......................................................... 27 

4.8 Análise estatística .................................................................................................... 28 

 

5 RESULTADOS ............................................................................................................. 30 

5.1 Anélise de μCT ......................................................................................................... 30 

5.2 RT-qPCR ................................................................................................................... 33 

 

6 DISCUSSÃO ................................................................................................................ 34 

 

7 CONCLUSÃO ............................................................................................................... 37 

 

        REFERÊNCIAS ....................................................................................................... 38 

 
        ANEXO A – COMITÊ DE ÉTICA............................................................................... 45 

 
        APÊNDICE A – PUPLICAÇÃO  ................................................................................ 46 

 

  



14 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

           A doença periodontal (DP) é uma doença inflamatória crônica, de origem 

multicausal que se desenvolve a partir de complexas interações parasito-hospedeiro 

associado a presença de um biofilme disbiótico, e que se caracteriza pela destruição 

das estruturas de suporte do dente como gengiva, ligamento periodontal, osso 

alveolar e cemento1, 2. O início e a progressão da DP estão relacionados a múltiplos 

fatores etiológicos e de risco, sendo o biofilme bacteriano o principal fator etiológico 

e o desequilíbrio entre uma infecção localizada e uma resposta inflamatória 

exagerada do hospedeiro, desempenha papel importante na determinação dos 

danos as estruturas de suporte dentário3. A periodontite é a principal causa de perda 

dentária em todo o mundo e um fator de risco significativo para doenças sistêmicas, 

como diabetes, doenças cardíacas, artrite reumatoide, obesidade, aterosclerose3, 4. 

           Diversas moléculas e citocinas pró-inflamatórias desempenham papéis 

importantes no processo da DP, como por exemplo a Interleucina-1b (IL-1b) e o 

Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α).  A IL-1b pertence à família IL-1 e é produzida 

principalmente por monócitos, macrófagos e células dendríticas. IL-1b induz a 

ativação transcricional do gene Factor Nuclear kappa B (NF-kb) para expressar 

moléculas de adesão e citocinas. Também aumenta a expressão de moléculas de 

adesão endotelial, promovendo o acúmulo de outras células inflamatórias no 

endotélio5. TNF-α além de inibir e matar células tumorais, pode estimular a resposta 

inflamatória e aumento da expressão de outras citocinas pró-inflamatórias. Linfócitos 

estimulados por antígenos como células B e T também são importantes no processo 

da DP. As funções dos linfócitos T incluem ativar fagócitos, causar apoptose em 

células infectadas e auxiliar as células B, que além de produzir anticorpos, também 

são responsáveis por apresentar antígenos às células T6, 7.  

 Na doença periodontal, o processo reabsorção óssea pode ser observado 

com o avanço da doença. Esse processo é constituido de várias etapas que começa 

com a proliferação de precursores de osteoclastos imaturos, depois a diferenciação 

e maturação desse tipo de célula e, finalmente, a degradação da matriz orgânica e 

inorgânica do tecido ósseo8. A osteoclastogênese é mediada por diversos eventos 

incluindo moléculas pró-inflamatórias e citocinas assim como o envolvimento do eixo 

RANKL/RANK/OPG, os quais realizam funções em lesões patológicas envolvendo 

inflamação crônica. O RANKL trata-se de uma proteína importante na 
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osteoclastogênese, pois ele liga-se ao RANK na superfície dos pré-osteoclastos e 

osteoclastos, motivando a diferenciação dos pré-osteoclastos e a ativação dos 

osteoclastos maduros, impossibilitando assim a apoptose dos osteoclastos 

maduros9, 10. A OPG, uma proteína solúvel que age como receptor e tem 

propriedades adversa ao RANKL, acaba impedindo sua ligação ao RANK, e 

consequentemente a diminuição da osteoclastogênese. RANKL e OPG super 

regulados tem se mostrado envolvidos em diversas doenças, como osteoporose, 

artrite reumatoide, DP. Na doença periodontal quando um desequilíbrio entre essas 

citocinas ocorre, ocasiona uma produção maior de RANKL, resultando em um 

aumento da reabsorção óssea e consequentemente na perda dos dentes11. 

 O tratamento da DP inclui mudança de comportamento por parte do paciente 

como instruções de higiene bucal, cessação do tabagismo, controle de doenças 

sistêmicas e sequencialmente, o tratamento periodontal não cirúrgico. Este consiste 

em raspagem e alisamento radicular (RAR) para remoção da placa e cálculo afim de 

controlar a infecção periodontal e interromper a progressão da doença12, 13. No 

entanto, mesmo após a conclusão do tratamento não cirúrgico, alguns pacientes 

podem não apresentar um resultado satisfatório, necessitando assim do uso de 

terapias adjuvantes. Estudos têm investigado o uso de fármacos que modulam a 

resposta imune, como terapia adjuvante para as doenças periodontais14, 15. 

         A catepsina K é uma protease cisteína que está envolvida na regulação da 

reabsorção óssea e pode ser encontrada em osteoclastos. Elas degradam colágeno 

tipo I e tipo II, componentes predominantes da matriz extracelular óssea16, 17. 

Estudos têm evidenciado que poder controlar a expressão da catepsina K frente a 

reabsorção óssea, pode gerar um efeito terapêutico satisfatório para o sistema 

ósseo durante a progressão da periodontite18, 19.  Agentes moduladores da resposta 

imune tem se destacado recentemente devido a sua ação inibitória frente a 

catepsina K, como o odanacatib, e os inibidores de cistatinas20-22.   

         As administrações de compostos naturais como terapia complementar para as 

DPs têm se mostrado favorável no decorrer dos últimos anos e estudos avaliando os 

efeitos benéficos do curcumin, fitocistatina, e suplementação com ômega-3 na 

modulação da resposta imune do hospedeiro, apontaram seus efeitos anti-

inflamatório, antirreabsortivo e reparador, o que pode classificar tais compostos 

naturais como possíveis abordagens terapêuticas adjuvantes para doenças 

periodontais23-27, como por exemplo a  Salvia miltiorrhiza, que  é uma planta 



16 
 

originaria da China e suas raízes podem ser utilizadas após serem secas, obtendo-

se um pó. Seu uso segundo a tradicional medicina chinesa pode ser direcionado 

para o coração, fígado, para tratar distúrbios menstruais, reumatismo, osteoporose, 

entre outras doenças28.  As Tanshinonas são quinonas diterpenóides lipossolúveis 

isoladas das raízes secas da Salvia miltiorrhiza29. As principais tanshinonas isoladas 

são: 15,16-di-hidrotanshinona (DT), tansinona I (TI), criptotansinona (CT) e 

tansinona IIA (TIIA)30, 31. Estudos têm investigado a ação das tanshinonas32-34 sendo 

que um deles relatou que a hidrotanshinona (DT) poderia bloquear seletivamente a 

atividade da colagenase da Catepsina K sem interferir na atividade da protease e 

osteoclastogênese32. Já a TIIA e CT em um experimento in vitro mostraram que 

possuem efeito anti-inflamatório devido a sua ação em inibir a ativação da via do 

fator nuclear kappa B (NF-κB)33, apontando assim o potencial das tanshinonas como 

um agente anti-osteoporótico. 

 

                          Figura 1 - Estrutura molecular das principais Tanshinonas 

                               

 

Fonte: Elaboração própria.          

 

Recentemente, um derivado solúvel da Tanshinona IIA (TIIA), a Tanshinona-

IIA sulfonato (T06), foi sintetizado e caracterizado em relação à sua atividade de 

inibir a reabsorção óssea34. Tal composto se mostrou eficaz na redução do fenótipo 

osteoporótico em camundongos fêmeas ovariectomizadas, sem inibir a 

diferenciação dos osteoclastos,  o  que torna esse composto bastante promissor34. 

Em contraste, estudo prévio utilizando a Tanshinona IIA demonstrou o potencial 

deste composto em inibir osteoclastogênese35. Sua eficácia também foi observada 

em um estudo in vitro utilizando-se macrófagos da medula óssea de camundongos 

estimulados por lipopolissacarídeo (LPS). A TIIA inibiu a geração de espécies 

reativas de oxigênio, destacando sua ação anti-inflamatória por meio da regulação 

metabólica e redox36. Há estudos sobre a ação efetiva da TIIA na inibição da 
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atividade da renina e na redução da expressão de angiotensina II (ANG II), uma 

enzima que desempenha função na indução do desenvolvimento de osteopenia e 

osteoporose. Tal redução contribuiu para a melhora na densidade mineral óssea em 

camundongos diabéticos37. Já na consolidação de fraturas, estudo in vitro e in vivo 

demonstraram que a TIIA possui efeito benéfico, contribuindo para o aumento da 

deposição de cálcio, atividade de fosfatase alcalina (ALP), colágeno tipo I e aumento 

da área de calo ósseo. Esses resultados demonstram que a TIIA tem ação positiva 

também sobre os osteoblastos38.  

 

          O mecanismo de proteção da TIIA na diferenciação de osteoclastos foi  

avaliado por Cheng et al39 em camundongos C57BL/6 fêmeas com ovariectomia. 

Esse estudo identificou que o tratamento com tanshinona IIA inibiu a ativação 

mediada por RANKL das vias de sinalização de NF-κB, MAPK (Proteínas Quinases 

Ativadas por Mitogênio) e Akt (Proteína quinase B) durante a osteoclastogênese39.  

         Embora alguns estudos in vitro e in vivo tenham indicado as propriedades anti-

inflamatórias e anti-osteolíticas da administração sistêmica das tanshinonas, 

especialmente para o tratamento de doenças ósseas metabólicas como a 

osteoporose28, 37, 40, nenhum estudo, até o momento, têm demonstrado os efeitos da 

administração sistêmica das tanshinonas sobre a reabsorção óssea inflamatória, 

como no caso das doenças periodontais. Portanto, considerando as características 

sítio-especifica e a natureza inflamatória da DP, e a capacidade antirreabsortiva e 

anti-inflamatória da Tanshinona, este estudo foi delimitado com o objetivo de 

avaliarmos o efeito do tratamento sistêmico das tanshinonas TIIA e T06 na 

modulação da doença periodontal experimental em camundongos.   
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7 CONCLUSÃO 

 

De acordo com os dados apresentados nesse estudo, sugere-se que as 

tanshinonas TIIA e T06 são eficazes na modulação da doença periodontal 

experimental in vivo, nas condições estudadas. 
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