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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
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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



18

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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2 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito das TIIA e TO6 sobre a
destruicdo 6ssea em periodontite apical induzida experimentalmente em dentes de
camundongos, por meio de microtomografia computadorizada (micro-CT). A hipétese
testada foi que a lesdo periapical seria menor nos animais que recebessem o
tratamento com TIIA ou TO6, em compara¢cdo com 0s animais que nao recebessem o

referido tratamento.
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3 PUBLICACAO!
Efeito de tanshinonas sobre a destruicdo 6ssea em periodontite apical induzida

em camundongos

3.1 RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito da tanshinona IlA (TIIA) e tanshinona IlA sulfonato de sédio
(TO6) sobre a destruicdo 6ssea em periodontite apical (PA) induzida em
camundongos.

Métodos: Foram utilizados 40 camundongos wild-type da linhagem C57BL/6,
machos, com 8 semanas. ApOs abertura coronaria, 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 contaminacao e formacao da leséo
periapical, por um periodo de 10 dias. Os camundongos foram distribuidos em 4
grupos (n=10/grupo): Grupo com inducdo de PA e tratamento com TIIA (40
mg/Kg/dia); Grupo com inducéo de PA e tratamento com T06 (40 mg/Kg/dia); Grupo
com inducéo de PA e tratamento com veiculo (aAgua destilada); e Grupo sem inducéo
da PA e sem intervencao terapéutica. As substancias foram administradas por
gavagem, uma vez ao dia, durante os 10 dias do experimento. Apds eutanasia, uma
hemi-mandibula foi fixada em paraformaldeido e submetida ao exame em
microtomaografo para analise volume do espaco periapical.

Resultados: O volume do espacgo periapical (mm3) nos grupos que receberam
inducdo da PA e tratamentos com TIIA, TO6 e agua foi maior do que no grupo controle
— sem inducdo de PA (p < 0,0001), denotando a formacédo da les&o periapical
naqueles. Nao houve diferenca estatisticamente significativa no volume da leséo
periapical entre os grupos que receberam tratamentos com TIIA, TO6 e agua (p >
0,05).

Concluséao: Concluiu-se que as tanshinonas IlIA e 06, administradas por 10 dias, néo

tiveram efeito na destruicdo 6ssea em periodontite apical induzida em camundongos.

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

! Este item esta escrito na forma de artigo.

* De acordo com o Guia de Trabalhos Académicos da FOAr, adaptado das Normas Vancouver.
Disponivel no site da Biblioteca: http://www.foar.unesp.br/Home/Biblioteca/quia-de-normalizacao-
atualizado.pdf



http://www.foar.unesp.br/Home/Biblioteca/guia-de-normalizacao-atualizado.pdf
http://www.foar.unesp.br/Home/Biblioteca/guia-de-normalizacao-atualizado.pdf
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3.2 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 inflamagéo e destruicdo de
tecidos mineralizados e ndo mineralizados perirradiculares3+.

Os micro-organismos e seus componentes antigénicos estimulam as células
do infiltrado inflamatério, principalmente os macréfagos, a produzirem interleucina (IL)
- 1, fator de necrose tumoral (TNF) e IL-6, que s&o considerados mediadores primarios
e principais reguladores da osteoclastogénese®. A via molecular de modulacéo da
osteoclastogénese é composta pelo sistema receptor ativador do fator nuclear-kappaB
- NF-kB - (RANK), seu ligante soltvel (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-
inflamatorias, 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 solluvel 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 protons 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 (MMPS) e as cisteino proteases, como a catepsina K —
CatK*8,

Para controlar a periodontite apical, € necessario regular a sintese dos
mediadores inflamatérios e a osteoclastogénese3, o que é conseguido por meio
controle de infeccdo proporcionado pelo tratamento endoddntico®. Por outro lado,
estudos pré-clinicos com medicamentos para controle de osteoporose tém mostrado
gue inibidores de CatK, como o medicamento experimental Odanacatib, e inibidores
da osteoclastogénese, como os bisfosfonatos, podem controlar a inflamacéo e a
destruicdo 6ssea em periodontite apical'®*3. No entanto, o Odanacatib levou a efeitos
adversos como risco aumentado de acidente vascular cerebral'4, e os bisfosfonatos
elevam o risco de osteonecrosel®>. Apesar dos efeitos adversos, os referidos
medicamentos foram eficazes no controle da destruicdo 6ssea, o que abre caminho

para 0 avanco em pesquisas sobre o efeito de medicamentos, com agédo semelhante,
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como possiveis agentes moduladores do hospedeiro em condi¢cfes inflamatérias e
infecciosas como a periodontite apical.

As tanshinonas, compostos extraidos da raiz seca da planta medicinal Salvia
miltiorrhiza'®, sdo usadas na medicina tradicional chinesa para o tratamento de
doencas cardiovasculares!’, e doengas 6sseas liticas, como artrite e osteoporose®®,
entre outras. Dentre os varios tipos de tanshinonas, destacam-se a tanshinona 1A
(THIA) e a tanshinona IlA sulfonato de sodio (T06) que € um derivado soltuvel da TIIA.
A TIIA é eficaz na inibicdo da osteoclastogénese / reabsor¢cdo 6ssea e na promocao
da osteoblastogénese / formacédo 6ssea'®. A T06 inibe a perda éssea via inibicdo
seletiva da atividade colagenolitica da CatK, efeito esse que recebeu o nome de
inibicdo ectostérica de CatkK!®. Além disso, ambos compostos apresentam atividade
anti-inflamatéria, que ocorre por meio da regulacdo de fatores de transcricdo, como
NF-kB'6-2° entre outros mecanismos. Por essas razées, as TIIA e T06, substancias
de origem natural, podem ser candidatas para auxiliar no controle da perda 6ssea da
periodontite apical.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito das TIIA e TO6 sobre a
destruicdo 6ssea em periodontite apical induzida experimentalmente em dentes de

camundongos por meio de microtomografia computadorizada (micro-CT).
3.3 MATERIAL E METODO

Preparo das tanshinonas

A TIHIA (Sigma Aldrich, 51704; St. Louis, MO, USA) foi preparada na
concentracdo 5 mg/mL, utilizando polissorbato 20, também denominado Tween 20,
(15 % volume/volume) (v/iv)?, etanol (2 % v/v) e agua destilada. A mistura foi
homogeneizada em agitador vértex a 2800 Rpm (Kasvi, K45-2820, Ouro Fino, PR,
Brasil) e mantida em banho ultrassonico por 10 minutos. A TO6 (Sigma Aldrich, 2517)
foi preparada a 5 mg/mL com agua destilada aquecida a 40 °C e homogeneizada por
3 minutos no agitador vortex. As tanshinonas foram preparadas diariamente e
administradas nos animais via gavagem (200ul/animal), na dose de 40mg/Kg*®, uma
vez ao dia, durante 10 dias.
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Animais

A estimativa do tamanho da amostra necesséria para o estudo do volume da
les&o periapical foi calculado usando o software G * Power 3.1 para Windows (Franz
Faul, Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel, Kiel, Alemanha). O calculo, baseado em
um tamanho de efeito = 0,64, [com base no estudo de Hao et al.’? e em resultados do
nosso grupo de pesquisa sobre volume de lesdo periapical em dentes de
camundongos], poder de teste (B) = 0,8 e a = 0,05, usando "familia de teste F"
(ANOVA one-way), mostrou serem necessarios 8 espécimes por grupo, em cada um
dos periodos experimentais. No entanto, como perdas podem ocorrer durante o
procedimento, por meio da anestesia ou ato operatério (fatura ou perfuracdo de
dente), fizemos a previsao de 10 espécimes por grupo.

Apés aprovacdo do projeto de pesquisa (Proc. CEUA n° 19/2020) pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de
Araraquara - UNESP (ANEXO A), foram utilizados 40 camundongos wild-type (WT)
da linhagem C57BL/6, machos, com 6 a 8 semanas de idade, pesando em média 23
gramas, provenientes do Centro de Pesquisa e Producdo de Animais (CPPA), do
Instituto de Biotecnologia da UNESP de Botucatu (IBTEC). Os camundongos foram
mantidos no biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr-UNESP), em
gaiolas de polipropileno e tampas de aco inoxidavel perfurado, de 15 x 20cm (4 a 6
animais por gaiola), forradas com cama de maravalha, em temperatura (22+2°C) e
umidade relativa do ar (55£10%) constantes, em um ciclo de claro-escuro de 12:12

horas, com dieta padrao de laboratério e livre acesso a agua.

Inducao da periodontite apical e tratamento dos animais

Periodontite apical foi induzida nos primeiros molares inferiores dos lados
direito e esquerdo de camundongos wild-type C57BL/6. Para a realizacdo dos
procedimentos operatdrios 0os animais foram anestesiados com ketamina (Ketamina
10%, Agener Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacu, SP), na
dosagem de 1 mL/Kg de peso do animal, e xilazina (Dopaser, Laboratorios Calier, SA,
Barcelona, Espanha), na dosagem de 0,5 mL/Kg de peso do animal, via
intraperitoneal. Em seguida, os camundongos foram devidamente posicionados em
mesa cirdrgica especifica para a realizacdo de procedimentos odontoldgicos,

permitindo sua imobilizacdo e manutengéo da boca aberta, para acesso aos primeiros
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molares inferiores. A abertura coronaria dos primeiros molares inferiores foi realizada
pela face oclusal, com broca esférica de aco inoxidavel (n° 1/4 - KG Sorensen Ind.
Com. Ltda., Barueri, SP), montada em motor elétrico (Endo Pro Torque 6000 RPM,
45315991, Driller, SP, Brasil). Em seguida, os canais radiculares foram localizados e
explorados com uma lima do tipo Kerr 10 (Maillefer Dentsply Sirona, York, Pensilvania)

para remocao ou desorganizacdo da polpa radicular* (Figura 2).

Figura 2 — Indugéo da periodontite apical no primeiro molar inferior de camundongos
wild-type da linhagem C57BL/6

)

(A) Posicionamento do camundongo na mesa cirdrgica especifica para procedimentos
odontolégicos. (B) Visualizacao dos molares inferiores do lado direto, o que é possivel pelo
afastamento da lingua e bochecha com uma pinc¢a clinica. (C) Posicionamento do motor e da
fresa esférica junto ao primeiro molar inferior. (D) Localiza¢do dos canais mesial e distal com
o auxilio de limas tipo K #10.

Fonte: Elaboragéo propria.

Os camundongos foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais
(n=10/grupo) de acordo com a tabela 1: Grupo sem inducédo da PA e sem intervencao
terapéutica; Grupo com inducéo de PA e tratamento com TIIA (40 mg/Kg/dia); Grupo
com inducédo de PA e tratamento com T06 (40 mg/Kg/dia); e Grupo com inducao de
PA e tratamento com veiculo (dgua destilada). O tratamento com as tanshinonas e
veiculo foi iniciado no mesmo dia da abertura coronaria e foi mantido por 10 dias,
sendo a administracdo realizada por gavagem, uma vez ao dia, durante os 10 dias de
duracdo do experimento. A via de administracdo e dosagem das tanshinonas foi

baseada em estudo anterior?®.
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Tabela 1 - Descricéo da distribuicdo de grupos, tratamento e nimero de animais

Grupos Especificacdo de cada grupo Quantidade de
Animais
Grupo Controle Sem inducéo de periodontite apical (PA) e 10
sem tratamento
Grupo PA + TIIA Com inducao de PA e tratamento com 10
tanshinona IIA
Grupo PA + TO6 Com inducao de PA e tratamento com 10

tanshinona 06

Grupo PA + agua Com inducao de PA e tratamento com 10
veiculo (agua)

Fonte: Elaboragéo propria

Apos o periodo de 10 dias de inducao da periodontite apical, os animais foram
submetidos a eutanasia com sobre dose anestésica com Quetamina (180mg/kg) e
Xilazina (30mg/kg) por via intraperitoneal, de acordo pelo Guia de Eutanasia para
animais de ensino e pesquisa emitido pela Universidade Federal de Sao Paulo —
UNIFESP?2, sendo que os métodos de confirmacdo da morte do animal seguiram o
guia brasileiro de boas praticas para eutanasia com animais que consistem na:
auséncia de movimentos toracicos e sinais de respiracdo. Apdés a eutandsia, as
mandibulas foram removidas com tesoura cirargica, dissecadas com auxilio de alicate
e separadas em hemi-mandibulas direita e esquerda. Uma hemi-mandibula foi fixada
por imersdo em formaldeido 4% tamponado por 48 horas, em temperatura ambiente.
Em seguida, os espécimes foram lavados e colocados em solucédo de alcool 70 %

para a realizacdo do escaneamento em microtomaografo.

Microtomografia computadorizada (micro-CT)

As hemi-mandibulas foram escaneadas em microtomoégrafo SkyScan (Skyscan
1176 invivo, Kontich, Bélgica). Para a selecdo dos parametros de aquisicéo foi tomado
como base estudo do nosso grupo de pesquisa?® e 0 manual do microtomdégrafo que
indica o uso de filtro de aluminio de 0,5mm e voxel de 18um para tecidos ésseos de
camundongos. Por consequéncia a kilovoltagem (kV), a amperagem e o tempo de
exposicao foram 50kV, 500pA e 300ms respectivamente (padronizagao do aparelho).
Foram usados rotacéo de 180°, frame de 3 e passos de rotacao de 0,5°. Em seguida,
as imagens foram transportadas para o programa NRecon v.1.6.6.0 (Skyscan) e
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reconstruidas usando parametros de smoothing (0%), beam-hardening correction
(2%), ring artifact reduction (2%) e gray dataset (0.010 — 0.113). Esses valores foram
definidos utilizando a ferramenta "fine turning” que permite avaliar cada valor dos
parametros de reconstrucdo possibilitando a selecdo da imagem com menor
guantidade de ruidos/ artefatos. No programa Dataviewer (Skyscan), as imagens
foram orientadas nos planos coronal, axial e sagital. Estas orientacdes foram
realizadas seguindo os eixos X (linha azul), Y (linha verde) e Z (linha vermelha). Para
obter a orientacdo padréo no plano sagital, a abertura cervical do canal distal do
primeiro molar inferior e forame apical foram alinhados com o eixo X, enquanto no
plano coronal, o longo eixo da raiz distal foi alinhado paralelamente ao eixo Z. No
plano axial, os canais radiculares mesial e distal do primeiro molar foram alinhados
com o eixo Z, mantendo os dois canais paralelos a ele. O eixo Y nao foi usado para
orientacao. Independentemente da orientacdo, os planos coronal, sagital e axial foram
mantidos perpendiculares um ao outro?®. Depois de orientadas, as imagens do plano
sagital foram salvas e transportadas para o programa CTAnN (Skyscan) para andlise
do espaco periapical na raiz distal do primeiro molar inferior. Foram selecionados os
cortes microtomogréficos da extensdo de toda a lesdo periapical envolvendo a raiz
(média de nimero de cortes por espécime = 25). Nao foram utilizados cortes que ndo
mostraram estrutura radicular, pois a area radiollcida sem a presenca da raiz como
referencial poderia ser confundida com ligamento periodontal. No programa CTAnN
(Skyscan) foi utllizada a ferramenta "COLOR" para facilitar a visualizagdo e
delimitacdo da margem da les&o periapical/espaco periapical por meio do ROI (regido
de interesse) personalizado. Foram utilizados os valores de threshold de 0 e 45 pois
foi utilizado o ROI personalizado. O valor do volume do espaco periapical em mm? foi
anotado?3. Todas as medidas foram realizadas por um examinador experiente que ndo

possuia informacdes prévias de identificacdo dos grupos avaliados.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados por meio do programa estatistico Graph Pad Prism
9 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA.), com nivel de significancia de 5%. Como
apresentaram distribuicdo normal, verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, e
homogeneidade das variancias, constatada pelo teste de Bartlett, os dados foram
comparados empregando andlise de variancia (ANOVA) de uma via e poés-teste de

Tukey.
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3.4 RESULTADOS

No grupo controle foi observada integridade da lamina dura, com auséncia de
reabsorcao 0ssea periapical e espessura normal do espaco do ligamento periodontal
na raiz distal dos primeiros molares inferiores. Nos grupos PA+agua, PA+TIIA e
PA+T06 houve formacdo da lesdo periapical, evidenciada pela presenca de
reabsorcao 0ssea periapical na raiz distal (Figura 3a). No presente estudo, apés 10
dias de aplicacdo do protocolo, foi observada a formacédo de lesdo periapical. O
volume do espaco periapical (mm?3), no grupo que recebeu indugao da lesdo periapical
e tratamento com agua (PA+agua), teve um tamanho médio de 0,0157 mms3, o que
representa um volume 118% maior do que o espaco periapical do grupo controle, sem
inducéo da lesao periapical (0,0072 mmm?3). O volume do espaco periapical (mm?) nos
grupos que receberam inducdo da periodontite apical e tratamento com agua ou
tanshinonas (PA+agua, PA+TIIA e PA+TO06) foi maior que no grupo controle — sem
inducéo da periodontite apical (p < 0,0001), denotando a formacé&o da lesao periapical
naqueles. No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa no volume
da leséo periapical entre os grupos que receberam tratamentos com agua, TIIA e TO6
por 10 dias (p > 0,05), conforme mostrado na figura 3b.
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Figura 3 - Analise por microtomografia computadorizada (micro-CT) da leséo

periapical da raiz distal de primeiros molares inferiores de camundongos Wild

type C57BL/6.

PA+TIIA PA+T06

Controle PA+igua

(b) p<0,0001

ns

apical (mm?)

Espago periodontal

T | T
Controle  PA+agua PA+TIIA  PA+T06
Grupos

(a) Na 12 linha, imagens representativas do grupo controle (sem inducéo de leséo periapical),
e dos grupos com inducdo de lesdo periapical e que receberam tratamento com agua
(PA+agua), tanshinona TIIA (PA+TIIA) ou tanshinona TO6 (PA+T06) por 10 dias. Na 22 linha,
0 espaco periapical da raiz distal dos primeiros molares esta delimitado em vermelho. (b)
Comparacao do volume do espaco periapical da raiz distal dos primeiros molares inferiores.
ns = diferenca nao estatisticamente significativa.

Fonte: Elaboragéo propria.
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3.5 DISCUSSAO

A hipétese testada neste estudo foi que o volume da leséo periapical, avaliado
em micro-CT, seria menor nos animais que recebessem o tratamento com TIIA ou
T06, em comparagdo com 0s animais que ndo recebessem o referido tratamento. A
hipétese foi rejeitada, pois ndo houve diferenca estatisticamente significativa no
volume da lesdo periapical dos animais que receberam TIIA e TO6 em comparacao
com o grupo que recebeu o veiculo (agua).

Lesdo periapical € uma condi¢cdo osteolitica decorrente da infeccdo do
sistema de canais radiculares, em que uma resposta imune-inflamatéria medeia a
destruicdo do osso alveolar?*. A micro-CT é uma importante ferramenta para
pesquisas envolvendo lesdo periapical em animais de pequeno porte?>?>. Ela
apresenta alta resolucdo de imagem?® e permite avaliacdo da lesédo periapical em
diferentes planos: coronal, sagital e axial?®?5. Também fornece imagens 2D
(bidimensionais) e 3D (tridimensionais) das mesmas amostras®®, e € um método
rapido, reprodutivel e ndo invasivo?’. Além disso, as imagens microtomograficas
podem ser utilizadas para avaliar a destruicdo Ossea periapical com precisao
equivalente aquela atingida pelo padrdo ouro dos cortes histolégicos?’, servindo
assim, como grande aliada para as pesquisas em animais de pequeno porte?8.

De acordo com revisao sistematica de literatura, ndo hé protocolo definido para
aquisicdo e andlise de imagens de micro-CT de lesGes periapicais em ratos e
camundongos. Além disso, os parametros de aquisicdo, reconstrucdo e analise nao
sao relatados adequadamente nas pesquisas que avaliam a leséo periapical por meio
de micro-CT, o que pode comprometer a reproducdo e o impacto cientifico dos
estudos?®. Neste estudo, empregamos os parametros de aquisicdo com base na
referida revisdo de literatura?® e no manual do microtomografo que indica o uso de
filtro de aluminio de 0,5mm e voxel de 18um para tecidos 6sseos de camundongos.
Também informamos todos os parametros utilizados na reconstrucdo e andlise das
lesBes periapicais.

O modelo de inducédo de lesédo periapical empregado consistiu de abertura
corondria, extirpacao/desorganizacdo da polpa radicular e exposicdo dos canais
radiculares ao meio bucal para contaminagdo por micro-organismos. Esse modelo
classico tem sido amplamente empregado em pesquisas para inducdo de lesdo
periapical em ratos e camundongos*11:2%30 H4 pequenas variacdes desse protocolo;

alguns pesquisadores efetuam apenas abertura coronaria®3?, enquanto outros
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realizam abertura coronéria, seguido da remoc¢do ou ndo da polpa radicular e
inoculagdo, na camara pulpar, de bactérias relacionadas a infec¢do endoddntica®1%
33,36_

H& duas fases distintas no desenvolvimento da lesdo periapical em animais
de pequeno porte: uma fase ativa ou de progressédo, em que ocorre o desenvolvimento
e crescimento da leséo periapical, e uma fase de estabilidade, na qual ha aumentos
ndo significativos ou nenhuma alteracdo do seu tamanho*3334  Andlises
histomorfométricas da cinética de desenvolvimento da lesdo periapical em
camundongos C57BI/6 (wild type) mostraram desenvolvimento da lesédo periapical de
3 para 14 dias e auséncia de aumento significativo de 14 a 21 dias®3, ou, ainda, uma
fase ativa de 0 a 7 dias e uma fase de estabilizacdo de 7 a 14 e de 14 a 21 dias3“.
Estudo avaliando a area da leséo periapical induzida em camundongos C57BL/6, por
meio de micro-CT, revelou que ndo houve perda 0ssea significativa aos 7 dias, mas
que esta ocorreu de 7 para 14 dias, com aumento de 83%; de 14 a 21 e 21 a 42 néo
houve aumento da lesdo®. Assim, escolhemos o tempo de avaliacéo de 10 dias por
ser um periodo em que ha formagéo da lesdo. Do ponto de vista celular e molecular,
evidéncias de estudos clinicos e pré-clinicos de lesdes periapicais apontam para um
alto valor da relacdo RANKL/OPG como o principal determinante da atividade
osteolitica, enquanto uma baixa relacdo RANKL/OPG ¢é frequentemente observada
em lesdes inativas. As citocinas pro-inflamatérias modulam diretamente a expressao
de RANKL/OPG e, consequentemente, conduzem a progressao da leséo, junto de um
suporte pro-osteoclastogénico fornecido pelas células Thl, Th1l7 e B. Esse periodo
progressivo € entdo seguido por uma estabilidade do influxo de células inflamatorias,
com parada da atividade de reabsorcédo 6ssea e uma baixa relagdo RANKL/OPG?4.

Considerando a patogénese da lesdo periapical, agentes moduladores da
resposta do hospedeiro como as tanshinonas, poderiam atenuar a destrui¢céo tecidual
no ambiente periapical inflamado; a TIIA pela sua capacidade de inibir a
inflamac&o'®3’ e a osteoclastogénese, bem como estimular a osteoblastogénese!®3,
e a TO6 pela atividade anti-inflamatoria e capacidade de inibicdo ectostérica de
CatK161:39 No entanto, essa atenuacao nao foi observada nos grupos que receberam
a TIlIA ou a TOG6.

Poderia ser questionado se o resultado obtido seria devido a dose utilizada das
tanshinonas. O tratamento com as tanshinonas, na dose de 40mg/Kg/dia por via oral,

foi iniciado no mesmo dia da inducdo da lesédo periapical e mantido pelo periodo
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experimental de 10 dias. Estudos realizados com a TIHA tém utlizado, em
camundongos, doses variando de 10mg/kg a 90mg/kg/dia de peso por via oral*?4°. O
tratamento com a TIIA nas dosagens de 20 mg/kg ou 30 mg/kg, durante quatro
semanas, exerceu efeito benéfico no reparo de fratura do fémur de camundongos,
pois melhorou o volume da area do calo e a densidade mineral 6ssea em comparagao
com 0 grupo que nédo recebeu o tratamento®?. Em relacédo a T06, foi verificado que a
sua administracdo na dose de 40 mg/kg/dia por via oral, durante trés meses em
camundongos osteoporéticos, induziu aumento significativo da densidade mineral
Ossea trabecular femoral, melhorou os parametros O6sseos estruturais, além de
aumentar o nimero de osteoblastos e marcadores de formacédo 6ssea. Além disso,
ela ndo teve efeito estrogénico no Utero, nem mostrou toxicidade hepatica ou renal*®.
Diante disso, foi escolhida para nosso estudo a dose de 40mg/kg/dia com a finalidade
de se obter uma concentracdo padronizada e, consequentemente, poder realizar a
comparacao dos efeitos das TIIA e TO6.

Pesquisadores tém estudado o efeito protetivo de medicacfes para controle de
doencas 0Osseas liticas sobre o desenvolvimento da leséo periapical. O Odanacatib,
um inibidor ndo ectostérico de CatK, desenvolvido para tratamento da osteoporose
pds-menopausa, suprimiu a destruicdo 6ssea na periodontite apical induzida em
camundongos; 0s animais tratados com o referido medicamento tiveram lesdes
periapicais menores do que aqueles ndo tratados nos periodos de 7, 21 e 42 dias?.
Os bisfosfonatos, empregados para o tratamento de osteoporose por prevenirem a
osteoclastogénese, também exerceram efeito protetivo na perda éssea periapical em
dentes de ratos nos periodos de 7 e 30 dias de inducéo da periodontite apical?13.

Embora os estudos com Odanacatib e bisfosfonato mostraram efeitos positivos
na perda éssea periapical em lesdes de 7 dias'®'?, periodos maiores de uso das
tanshinonas poderiam mostrar resultados mais favoraveis em relacdo a modulacéo da
perda Ossea periapical. Ainda, o uso das tanshinonas poderia ser feito ndo somente
durante o desenvolvimento da lesdo, mas também profilaticamente, antes da sua
inducédo, como em estudo que empregou o 6mega 3 por 15 dias antes da inducéo da
lesdo e 30 depois*'. Por outro lado, andlises que estdo sendo por ndés realizadas, em
relacdo a inflamagdo e quantificagdo de osteoclastos, e a expressdo de genes
relacionados a inflamacdo e a osteoclastogénese, poderdo elucidar o efeito das

tanshinonas no desenvolvimento de leséo periapical.
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Pode-se concluir que as tanshinonas IlIA e 06, administradas por 10 dias, nédo

tiveram efeito na destruicdo 6ssea em periodontite apical induzida em camundongos.
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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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APENDICE A — Metodologia detalhada

Preparo das tanshinonas

A TIIA (Sigma Aldrich, 51704; St. Louis, MO, USA) foi preparada na
concentracdo 5 mg/mL, utilizando polissorbato 20, também denominado Tween 20,
(15 % volume/volume) (v/iv)?, etanol (2 % v/v) e agua destilada. A mistura foi
homogeneizada em agitador vortex a 2800 Rpm (Kasvi, K45-2820, Ouro Fino, PR,
Brasil) e mantida em banho ultrassonico por 10 minutos. A T06 (Sigma Aldrich, 2517)
foi preparada a 5 mg/mL com agua destilada aquecida a 40 °C e homogeneizada por
3 minutos no agitador vortex. As tanshinonas foram preparadas diariamente e
administradas nos animais via gavagem (200ul/animal), na dose de 40mg/Kg'®, uma

vez ao dia, durante 10 dias.

Animais

A estimativa do tamanho da amostra necesséria para o estudo do volume da
lesdo periapical foi calculado usando o software G * Power 3.1 para Windows (Franz
Faul, Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel, Kiel, Alemanha). O calculo, baseado em
um tamanho de efeito = 0,64, [com base no estudo de Hao et al.’? e em resultados do
nosso grupo de pesquisa sobre volume de leséo periapical em dentes de
camundongos], poder de teste (B) = 0,8 e a = 0,05, usando "familia de teste F"
(ANOVA one-way), mostrou serem necessarios 8 espécimes por grupo, em cada um
dos periodos experimentais. No entanto, como perdas podem ocorrer durante o
procedimento, por meio da anestesia ou ato operatério (fatura ou perfuracdo de
dente), fizemos a previsdo de 10 espécimes por grupo.

Apoés aprovacdo do projeto de pesquisa (Proc. CEUA n° 19/2020) pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de
Araraquara - UNESP (ANEXO A), foram utilizados 40 camundongos wild-type (WT)
da linhagem C57BL/6, machos, com 6 a 8 semanas de idade, pesando em média 23
gramas, provenientes do Centro de Pesquisa e Producdo de Animais (CPPA), do
Instituto de Biotecnologia da UNESP de Botucatu (IBTEC). Os camundongos foram
mantidos no biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr-UNESP), em
gaiolas de polipropileno e tampas de aco inoxidavel perfurado, de 15x 20 cm (4 a 6
animais por gaiola), forradas com cama de maravalha, em temperatura (22+2°C) e
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umidade relativa do ar (55+10%) constantes, em um ciclo de claro-escuro de 12:12

horas, com dieta padrao de laboratério e livre acesso a agua.

Inducéo da periodontite apical e tratamento dos animais

Periodontite apical foi induzida nos primeiros molares inferiores dos lados
direito e esquerdo de camundongos wild-type C57BL/6. Para a realizacdo dos
procedimentos operatdrios os animais foram anestesiados com ketamina (Ketamina
10%, Agener Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacu, SP), na
dosagem de 1 mL/Kg de peso do animal, e xilazina (Dopaser, Laboratorios Calier, SA,
Barcelona, Espanha), na dosagem de 0,5 mL/Kg de peso do animal, via
intraperitoneal. Em seguida, os camundongos foram devidamente posicionados em
mesa cirargica especifica para a realizacdo de procedimentos odontoldgicos,
permitindo sua imobilizacdo e manutencao da boca aberta, para acesso aos primeiros
molares inferiores. A abertura coronaria dos primeiros molares inferiores foi realizada
pela face oclusal, com broca esférica de aco inoxidavel (n° 1/4 - KG Sorensen Ind.
Com. Ltda., Barueri, SP), montada em motor elétrico (Endo Pro Torque 6000 RPM,
45315991, Driller, SP, Brasil). Em seguida, os canais radiculares foram localizados e
explorados com uma lima do tipo Kerr 10 (Maillefer Dentsply Sirona, York, Pensilvania)

para remocao ou desorganizacdo da polpa radicular* (Figura 2).

Figura Al —Inducao da periodontite apical no primeiro molar inferior de camundongos
wild-type da linhagem C57BL/6.

2 ' B 0 v
(A) Posicionamento do camundongo na mesa cirdrgica especifica para procedimentos
odontolégicos. (B) Visualizacao dos molares inferiores do lado direto, o que é possivel pelo
afastamento da lingua e bochecha com uma pinca clinica. (C) Posicionamento do motor e da
fresa esférica junto ao primeiro molar inferior. (D) Localiza¢do dos canais mesial e distal com
0 auxilio de limas tipo K #10.

Fonte: Elaboragéo propria.
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Os camundongos foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais
(n=10/grupo) de acordo com a tabela 1: Grupo sem inducao da PA e sem intervencao
terapéutica; Grupo com inducéo de PA e tratamento com TIIA (40 mg/Kg/dia); Grupo
com inducéo de PA e tratamento com T06 (40 mg/Kg/dia); e Grupo com inducéo de
PA e tratamento com veiculo (4gua destilada). O tratamento com as tanshinonas e
veiculo foi iniciado no mesmo dia da abertura coronaria e foi mantido por 10 dias,
sendo a administracao realizada por gavagem, uma vez ao dia, durante os 10 dias de
duracdo do experimento. A via de administracdo e dosagem das tanshinonas foi

baseada em estudo anterior?®.

Tabela Al - Descricdo da distribuicdo de grupos, tratamento e nimero de animais

Grupos Especificagcdo de cada grupo Quantidade de
Animais
Grupo Controle Sem inducéo de periodontite apical (PA) e 10
sem tratamento
Grupo PA + TIIA Com inducao de PA e tratamento com 10
tanshinona IIA
Grupo PA + T06 Com inducao de PA e tratamento com 10

tanshinona 06

Grupo PA + agua Com inducao de PA e tratamento com 10
veiculo (agua)

Fonte: Elaboracéo prépria

Apés o periodo de 10 dias de inducao da periodontite apical, os animais foram
submetidos a eutanasia com sobre dose anestésica com Quetamina (180mg/kg) e
Xilazina (30mg/kg) por via intraperitoneal, de acordo pelo Guia de Eutanasia para
animais de ensino e pesquisa emitido pela Universidade Federal de S&o Paulo —
UNIFESP??, sendo que os métodos de confirmacdo da morte do animal seguiram o
guia brasileiro de boas praticas para eutanasia com animais que consistem na:
auséncia de movimentos toracicos e sinais de respiracdo. ApO0s a eutanasia, as
mandibulas foram removidas com tesoura cirargica, dissecadas com auxilio de alicate
e separadas em hemi-mandibulas direita e esquerda. Uma hemi-mandibula foi fixada
por imersdo em formaldeido 4% tamponado por 48 horas, em temperatura ambiente.
Em seguida, os espécimes foram lavados e colocados em solucdo de alcool 70 %

para a realizacdo do escaneamento em microtomaografo.
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Microtomografia computadorizada (micro-CT)

As hemi-mandibulas foram escaneadas em microtomografo SkyScan (Skyscan
1176 invivo, Kontich, Bélgica). Para a selecdo dos parametros de aquisicéo foi tomado
como base estudo do nosso grupo de pesquisa?® e o0 manual do microtomégrafo que
indica o uso de filtro de aluminio de 0,5mm e voxel de 18um para tecidos 6sseos de
camundongos. Por consequéncia a kilovoltagem (kV), a amperagem e o tempo de
exposicao foram 50kV, 500pA e 300ms respectivamente (padronizagao do aparelho).
Foram usados rotacéo de 180°, frame de 3 e passos de rotacdo de 0,5°. Em seguida,
as imagens foram transportadas para o programa NRecon v.1.6.6.0 (Skyscan) e
reconstruidas usando parametros de smoothing (0%), beam-hardening correction
(2%), ring artifact reduction (2%) e gray dataset (0.010 — 0.113). Esses valores foram
definidos utilizando a ferramenta "fine turning” que permite avaliar cada valor dos
parametros de reconstrucdo possibilitando a selecdo da imagem com menor
guantidade de ruidos/ artefatos. No programa Dataviewer (Skyscan), as imagens
foram orientadas nos planos coronal, axial e sagital. Estas orientacdes foram
realizadas seguindo os eixos X (linha azul), Y (linha verde) e Z (linha vermelha). Para
obter a orientacdo padréo no plano sagital, a abertura cervical do canal distal do
primeiro molar inferior e forame apical foram alinhados com o eixo X, enquanto no
plano coronal, o longo eixo da raiz distal foi alinhado paralelamente ao eixo Z. No
plano axial, os canais radiculares mesial e distal do primeiro molar foram alinhados
com o eixo Z, mantendo os dois canais paralelos a ele. O eixo Y nao foi usado para
orientacao. Independentemente da orientacdo, os planos coronal, sagital e axial foram
mantidos perpendiculares um ao outro?®. Depois de orientadas, as imagens do plano
sagital foram salvas e transportadas para o programa CTAn (Skyscan) para analise
do espaco periapical na raiz distal do primeiro molar inferior. Foram selecionados os
cortes microtomogréficos da extensdo de toda a les@o periapical envolvendo a raiz
(média de nimero de cortes por espécime = 25). Nao foram utilizados cortes que nao
mostraram estrutura radicular, pois a area radiollcida sem a presenca da raiz como
referencial poderia ser confundida com ligamento periodontal. No programa CTAN
(Skyscan) foi utlizada a ferramenta "COLOR" para facilitar a visualizagdo e
delimitacdo da margem da les&o periapical/espaco periapical por meio do ROI (regido
de interesse) personalizado. Foram utilizados os valores de threshold de 0 e 45 pois

foi utilizado o ROI personalizado. O valor do volume do espaco periapical em mm? foi
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anotado?3. Todas as medidas foram realizadas por um examinador experiente que néo

possuia informacdes prévias de identificacdo dos grupos avaliados.

Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio do programa estatistico Graph Pad Prism
9 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA.), com nivel de significancia de 5%. Como
apresentaram distribuicdo normal, verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, e
homogeneidade das variancias, constatada pelo teste de Bartlett, os dados foram
comparados empregando andlise de variancia (ANOVA) de uma via e pés-teste de
Tukey.
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