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RESUMO

Introducio. As doencas caracterizadas por destruicdo e perda ossea, especialmente aquelas
associadas a processos inflamatérios, comprometem significativamente a qualidade de vida dos
individuos, justificando a busca por agentes terapéuticos capazes de modular a reabsor¢ao
Ossea. Nesse contexto, a tanshinona destaca-se como um composto bioativo natural com
propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e moduladoras do metabolismo 0sseo,
apresentando potencial atua¢do na regulacdo da atividade osteogénica. Adicionalmente, a
utilizagdo de moléculas derivadas de componentes bacterianos tem possibilitado melhor
compreensdo dos mecanismos envolvidos na resposta imune do hospedeiro e nos processos de
reabsorcao Ossea. Dentre essas moléculas, o Pam2CSK4, um lipopeptideo sintético, destaca-se
como potente indutor de resposta inflamatodria e reabsor¢ao 6ssea. Objetivo. Este estudo teve
como objetivo avaliar o efeito do Pam2CSK4 na indugdo de reabsorgdo Ossea e o efeito da
tanshinona IIA (TII-A) na redugdo da reabsor¢do 6ssea, em modelo experimental de calvaria
de camundongos. Metodologia. Realizou-se um estudo experimental, laboratorial in vivo, com
delineamento cego. Foram utilizados camundongos machos, distribuidos em trés grupos (n=6):
grupo controle (CONTROLE), que recebeu solugdo salina; grupo submetido a indugdo
inflamatéria (Pam2CSK4); e grupo tratado com TII-A associada a indugao inflamatoria (TII-
A). Através de andlise microtomografica, foram avaliados parametros relacionados a
microarquitetura 6ssea, como, volume dsseo (BV), porcentagem de volume 6sseo (BV/TV),
nimero de trabéculas (Tb.N), espessura trabecular (Tb.Th) e separagdo trabecular (Tb.Sp).
Resultados. Observou-se redugdo significativa em parte dos parametros avaliados. Os grupos
Pam2CSK4 e TII-A apresentaram reducdo significativa do volume 6sseo (BV) (p = 0,025 ¢ p
= 0,012, respectivamente) e da porcentagem de volume 6sseo (BV/TV) (p =0,025ep = 0,012,
respectivamente) em comparagdo ao grupo controle, sem diferencgas significativas entre os
grupos Pam2CSK4 e TII-A (p = 0,897). A espessura trabecular (Tb.Th) também apresentou
diferengas significativas em comparacdo ao grupo controle, tanto no grupo Pam2CSK4 (p <
0,001) quanto no grupo TII-A (p = 0,012). Entretanto, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos Pam2CSK4 e TII-A (p = 0,054). Em
contrapartida, o nimero de trabéculas (Tb.N) ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos avaliados (p = 0,059). De maneira semelhante, o parametro de
separacdo trabecular (Tb.Sp) também ndo demonstrou diferengas significativas na comparagao

entre os grupos controle, Pam2CSK4 e TII-A (p = 0,256). Conclusiao. O modelo experimental



induzido por Pam2CSK4 foi eficaz em promover alteragdes relacionadas a reabsor¢do dssea
nas calvarias dos animais avaliados. Contudo, a TII-A ndo demonstrou efeito antirreabsortivo
significativo nas condicdes estabelecidas neste estudo. Os achados identificados na analise
microtomografica com relacdo as alteracdes na microarquitetura dssea no estudo, ressaltam a
complexidade da modulagdo farmacolégica da perda oOssea inflamatoria e reforgam a
necessidade de futuras investigagdes para melhor elucida¢do do potencial terapéutico da

substancia estudada.

Palavras-chave: Reabsorcdo 0ssea; Agentes de conservacao da densidade 6ssea; Lipoproteina;

Densidade Ossea.



ABSTRACT

Introduction. Diseases characterized by bone destruction and loss, especially those associated
with inflammatory processes, significantly compromise the quality of life of individuals,
justifying the search for therapeutic agents capable of modulating bone resorption. In this
context, tanshinone stands out as a natural bioactive compound with anti-inflammatory,
antioxidant, and bone metabolism-modulating properties, showing potential action in regulating
osteogenic activity. Additionally, the use of molecules derived from bacterial components has
enabled a better understanding of the mechanisms involved in the host immune response and
bone resorption processes. Among these molecules, Pam2CSK4, a synthetic lipopeptide, stands
out as a potent inducer of inflammatory response and bone resorption. Objective. This study
aimed to evaluate the effect of Pam2CSK4 on the induction of bone resorption and the effect
of tanshinone I1A (TII-A) on the reduction of bone resorption in an experimental mouse calvaria
model. Methodology. An experimental, in vivo laboratory study with a blinded design was
conducted. Male mice were used, distributed into three groups (n=6): a control group
(CONTROL), which received saline solution; a group subjected to inflammatory induction
(Pam2CSK4); and a group treated with TII-A associated with inflammatory induction (TII-A).
Through microtomographic analysis, parameters related to trabecular bone microarchitecture
were evaluated, such as bone volume (BV), percentage of bone volume (BV/TV), number of
trabeculae (Tb.N), trabecular thickness (Tb.Th), and trabecular separation (Tb.Sp). Results. A
significant reduction was observed in some of the evaluated parameters. The Pam2CSK4 and
TII-A groups showed a significant reduction in bone volume (BV) (p = 0.025 and p = 0.012,
respectively) and percentage of bone volume (BV/TV) (p = 0.025 and p = 0.012, respectively)
compared to the control group, with no significant differences between the Pam2CSK4 and TII-
A groups (p = 0.897). Trabecular thickness (Tb.Th) also showed significant differences
compared to the control group, both in the Pam2CSK4 group (p <0.001) and in the TII-A group
(p = 0.012). However, no statistically significant differences were observed between the
Pam2CSK4 and TII-A groups (p = 0.054). Conversely, the number of trabeculae (Tb.N) did not
show a statistically significant difference between the groups evaluated (p = 0.059). Similarly,
the trabecular separation parameter (Tb.Sp) also did not show significant differences when
comparing the control, Pam2CSK4, and TII-A groups (p = 0.256). Conclusion. The
experimental model induced by Pam2CSK4 was effective in promoting changes related to bone
resorption in the calvaria of the animals evaluated. However, TII-A did not demonstrate a

significant anti-resorptive effect under the conditions established in this study. The findings



identified in the microtomographic analysis regarding changes in bone microarchitecture in the
study highlight the complexity of the pharmacological modulation of inflammatory bone loss
and reinforce the need for future investigations to better elucidate the therapeutic potential of

the substance studied.

Keywords: Bone resorption; Agents for preserving bone density; Lipoprotein; Bone density.
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1 INTRODUCAO

A estrutura Ossea consiste em um componente complexo, heterogéneo e
estruturado, composto por hidroxapatita. A fase organica compde-se por colageno tipo I,
além de proteinas, lipidios e agua. Na composi¢ao celular do osso apresentam-se células
precursoras ao tratar-se da modulagdo e densidade Ossea, como, os osteoblastos,

osteoclastos, osteocitos e também as de revestimento (Pereira et al, 2020).

O tecido Osseo possui propriedade regenerativa, que através de uma cascata
molecular procede-se com a produ¢do de matriz de colageno (tipo I e II), e a formagao
envolve mecanismos e participacao de fatores bioquimicos como moléculas sinalizadoras
que atuam no processo de regeneracao (Pereira et al, 2020). Entretanto, uma diversidade
de fatores etiologicos como, traumas, infec¢des, resseccdo de tumores, anomalias
esqueléticas, defeitos congénitos, e alteragdes metabolicas impactam na formacgado Ossea,
tornando a reparacdo total dificultada, resultando na necessidade de tratamentos
reparadores ou conservadores (Kronemberger ef al., 2023; Santos et al., 2022; Pereira et

al, 2020).

Com relacdo a doencas que afetam o metabolismo Osseo pode-se citar a
osteoporose, artrite reumatoide e doenga periodontal. O impacto envolve diretamente a
qualidade de vida do individuo, sendo estudados agentes terapéuticos que vise regular a
reposi¢do dssea, como os bisfosfonatos, antireabsortivos e antireumaticos. No entanto,
existem limitacdes que envolvem efeitos como osteoenecrose e fraturas patoldgicas

(Molon,2025; Hascoet, et al.,2023).

Considerando as limitagdes dos tratamentos ja consolidados na pratica clinica com
limitacdes, estudos visando terapias adjuvantes que trate a resposta imune e o seu impacto
na osteoclastogénese tem sido desenvolvido (Molon, 2025), como a investigacdo de

inibidores seletivos de processo inflamatorio (Panwar et al, 2017).

Dentre os inibidores de processo inflamatorio esta a tanshinona (TII-A), que consiste
em um componente natural oriundo da erva Salvia miltiorrhiza, e recentes estudos
demonstraram que ela apresenta capacidade de inibir seletivamente a atividade da
colagenolitica da catepsina K (Ctsk), uma protease secretada pelos osteoclastos maduros,
com fun¢do de mediar a reabsorcdo dssea. Acresce que, a Ctsk atua na degradagdo do

colageno tipo I que € crucial na manutencdo do 0sso, ou seja, a sua supressao ocasionada
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pela TII-A, desencadeia na reducao da reabsorcao Ossea. (Panwar et al, 2017; Dai et al,

2020).

Ademais, em um estudo de revisdo realizado sobre os efeitos esqueléticos da TII-A,
foi relatado a sua atividade anti-osteopordtica com reducao da osteoclastogénese e
aumento da osteoblastogénese, sugerindo uma possivel aplicacdo clinica em casos de
resolugdo e prevencdo de doengas periodontais, osteoporose e demais disturbios

sistémicos que afetam a remodelacdo do osso (Ekeuku; Pang; Chin, 2021).

Modelos experimentais como ratos e camundongos apresentam caracteristicas que
favorecem a realizagdo de estudos sobre processos do sistema imunoldgico e
inflamatoério, além de baixo custo e reducdo de possiveis riscos que ocorreriam dentro das
limitagdes de estudos primarios em seres em humanos (De molon; Avila; Cirelli, 2013).
A aplicagao de indutores de reacdes inflamatorias como o lipopeptideos sintéticos
apresentam vantagens quanto a obtencdo, manipulacdo e livre de contaminantes. Nesse
sentido, foi demonstrado que o indutor de reac¢des inflamatérias Pam2CSK4, um
lipopetideo sintético, foi eficaz na indugdo de reabsor¢do dssea, atuante no processo de
diferenciagdo de osteoclastos através da presenca e ativagdo de receptores de membrana

tipo TLR2 (tool-like receptors) (Kim et al, 2013; Kassem, 2015).

Baseado no acima exposto, a pergunta de pesquisa deste estudo foi: “o TII-A ¢ eficaz
na inibi¢do de perda 6ssea induzida por um processo inflamatério desencadeado por

Pam2CSK4?”.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Mecanismos bioquimicos no processo de formagdo e reabsorg¢do ossea

A remodelacdo 6ssea envolve um processo dindmico com presenga € atuacao de
células precursoras, e ao tratar-se da reabsorc¢ao 0ssea os osteoclastos desempenham um
papel importante na degradagdo ossea. Os osteoclastos sdo células derivadas de células
da linhagem de macréfagos e monocitos, secretando componentes, como a catepsina K
que ocasiona na degradacao da matriz 6ssea (Wang et al., 2024). Em continuidade fatores
como, fator estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF) e o RANKL secretados
pelos osteoblastos, sdo citocinas envolvidas no processo de osteoclastogénese, e

diferenciagdo dos osteoclastos (Samwald et al., 2022; Udagawa et al., 2021)

Diante disso, a reabsor¢ao 0ssea ¢ mediada pela sinalizagio do RANK-RANKL
que regula a expressdo da catepsina K, uma enzima que apresenta um papel crucial na
degradagdo do colageno tipo I, o principal componente da estrutura éssea. Dessa forma,
a catepsina K ¢ reconhecida como um fator a ser controlado em um possivel tratamento
de controle de reabsor¢ao Ossea. A presenca de receptores de citocinas permite a
continuidade da cascata de inflamacao e consequente perda Ossea. Assim, a inibi¢do da
diferenciagdo dos osteoclastos apresenta-se como uma estratégia promissora para o

tratamento de perda 6ssea (Wang ef al., 2024).

Em continuidade as células envolvidas na estruturacdo da matriz Ossea, os
osteoblastos, derivadas de células troncos mesenquimais (MsCs) sdo responsaveis pela
formagdo Ossea, sintetizando proteinas que orientam a mineralizacdo dssea. Linhagens
pré-osteoblastica, como, células MC3T3 El, células MG, células MG63, células
precursoras mesenquimais pluripotentes C2C12, células-tronco do ligamento periodontal
humano (hPDLSCs), células tronco mesenquimais da medula 6ssea (BMSCs) e células-
tronco mesenquimais humanas (hMSCs), representam componentes de interesse em
estudos de mineralizacdo e regeneracao 6ssea (Veis; O'Brien, 2023; Samwald et al., 2022;

Wang et al., 2024).

Nesse contexto, a formagdo osteobldstica também pode ser avaliada por
marcadores como, Osx, Runx2, Col-I, fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-

I), OCN, osteopontina (OPN) e osteonectina. De modo mais preciso, a regulacao seja com
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ativagdo ou ativagao de vias de sinalizacao, proteinas e células envolvidas no mecanismo
de estruturagdo Ossea pode ser precursor, € contribuinte na tratativa de doengas Osseas

(Wang et al., 2024)

2.2 O papel das lipoproteinas na inducdo e diferenciacio de osteoclastos e o

mecanismo do Pam2CSK4

Doengas caracterizadas pela destruicdo e perda Ossea sao conhecidas também
como doengas osteolisticas, podendo ser de origem inflamatéria, como a artrite
reumatoide, osteomilite e na odontologia como uma das principais doengas periodontais

mais prevalente, a periodontite (Hascoet et al., 2023. Molon, 2025).

Ao tratar-se da perda d6ssea ¢ reconhecido que processos inflamatorios podem
desencadear no aumento da reabsor¢ao ossea e reducao da formagao ossea, contribuindo
diretamente para a diminui¢do de massa ossea (Henning et al, 2024). Estudos com
objetivo de avaliar a influéncia do processo inflamatério na densidade Ossea,
demonstraram 4areas reduzidas de mineralizacdo ativa em superficies adjacentes a
inflamacdo, sendo observado também o aumento na expressao de marcadores e células

envolvidas no processo de osteoclastogenese (Andreev et al., 2022; Henning et al., 2024).

Células imunes e inflamatodrias ao serem ativadas e exacerbadas, desencadeia em
acdo de citocinas pro inflamatodrias, que se resulta na destruicdo de tecido conjuntivo
mineralizado (Pavanelli ef al., 2022; Oliveira et al., 2024). A presenca de tipos celulares
e suas vias associadas a inflamagdo dssea, indicam a possibilidade de estudos voltados
para o desenvolvimento de terapias que modulem especificamente as respostas
inflamatorias. E estudos recentes tém apresentado o foco sobre mediadores especificos
que atuam na expressdo de citocinas que exacerbam a producdo de osteoclastos e
consequente perda Ossea, ou seja, fatores que estdo diretamente relacionados a

desregulagdo imune e sintetizadores inflamatérios (Dai et a/,2020; Zhang et al., 2024).

Por conseguinte, a expressao abundante de Ctsk foi identificada como um dos
responsaveis pela degradacdo da matriz dssea, sendo assim, presente na progressao de
lesdes periodontais, periapicais e demais doencgas metabdlicas e inflamatorias envolvendo

a configuracdo oOssea (Dai ef al,2020). Outro fator presente na degradacao Ossea ¢
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Sinalizagdo do Fator Nuclear ¥B (NF-yB) que consiste em uma ponte entre a inflamagao
e a reabsor¢do 6ssea, impulsionando a osteoclastogénese (Trares.; Ackermann; Koch,

2022; Molon, 2025)

A utilizagdo de moléculas derivadas de bactérias permite a avaliagdo de seus
mecanismos e da resposta imune do hospedeiro. Modelos experimentais, como animais,
permitem estudos que avaliem a respostas inflamatorias associada a interagdo entre o
hospedeiro e os microorganismos, de maneira mais especifica e controlada sobre a
patogénese estudada (Molon et al, 2014; Souza et al., 2020). Tendo em vista o estudo da
regulacdo da osteoclastogénese, a utilizagdo de bactérias e suas moléculas modificadas
sdo0 um dos métodos para se avaliar mecanismos especificos, reduzindo desvantagens,
tais como, variagdes de um lote para outro, contaminagdes e até mesmo dificuldades sobre

a obtengdo (Souza ef al, 2020).

Nesse contexto, quando se trata do sistema imunoldgico o mesmo reconhece
padroes moleculares associados a patdogenos (PAMPs) por meio de receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), como os receptores do tipo Toll (TLRs). A ativagdo
desses receptores desencadeia vias de sinalizacdo intracelular que promovem a regulagdo
positiva de genes relacionados a resposta inflamatoria, resultando na produgdo de
citocinas e outros mediadores inflamatorios, fundamentais para a resposta antimicrobiana

(Lin et al, 2014; Palm et al, 2015; Souza et al, 2020).

As lipoproteinas que sdo expressas por bactérias gram-positivas e negativas sao
reconhecidas pela TLR2/TLR6 e TLR2/TLRI e sdo indicados como importantes
componentes no mecanismo de agdo de destruicdo Ossea causadas por infecgdes
bacterianas, o que direciona para o entendimento de suas respectivas atuagdes € a sua
inativacdo ou exacerbacdo (Takeuchi er al, 2000; Kim et al, 2013). Em um estudo
realizado para identificagdo do papel dos lipopetideos Pam 2 e Pam 3, evidenciou-se a
perda Ossea severa causada por esses componentes, com diferenciagdo de osteoclastos
dependente da ativacdo e da presenga do TLR2/MyD8S8, inducdo de citocinas pro
inflamatorias (TNF- a e IL6) e regulacdo do RANKL (Kim et al, 2013).
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O Pam2CKS4 corresponde ao nome quimico palmitoyl-2-Cys-Ser-(Lys)4,
consiste em um lipopeptideo sintético reconhecido pelo TLR2, um potente indutor de
reabsorcdo 6Ossea. Ao comparar-se com um lipopolissacarideo (LPS), o Pam2CKS4
consiste em um indutor sintético eficaz sobre o processo de inflamagdo e perda dssea,
atuando na expressao de sinalizadores e consequente formacao de osteoclastos (Kassem
et al., 2015). Estudos anteriores refor¢am a agdo do Pam2CSK4 na indugdo de reabsor¢ao
Ossea e da osteoclastogénese, estimulando diretamente a ativa¢ao de células precursoras
de osteoclastos e também na produgdo de precursores, ampliando o potencial

osteoclastogénico (Souza et al., 2020; Henning et al., 2024).

Embora o lipopolissacarideo (LPS) seja amplamente utilizado como Padrao
Molecular Associado a Patdégenos (PAMP), em modelos experimentais, devido a sua
presenca ubiqua em bactérias Gram-negativas e a reconhecida capacidade de ativacao do
TLR4 na destrui¢ao periodontal, outros componentes bacterianos também desempenham
papel relevante na resposta inflamatoria (Graves et al., 2015; Souza et al., 2020). O uso
de componentes bacterianos isolados pode apresentar limitagdes, como exemplo, o LPS
de P. gingivalis que pode variar significativamente entre diferentes fontes e lotes, devido
a capacidade dessa bactéria de modificar seus PAMPs como mecanismo de evasdo
imunologica. Dessa forma, o uso de agonistas sintéticos de TLR2, como o PAM2CSK4,
surge como uma alternativa mais padronizada e reprodutivel para a inducao da resposta
inflamatoria, permitindo maior controle experimental e consisténcia nos resultados

(Souza et al, 2020).

O uso do agonista sintético do receptor Toll-like 2 (TLR2), Pam2CSK4,
demonstra elevada eficdcia em modelos experimentais para induzir uma resposta
inflamatoria periosteal capaz de desencadear um processo paradoxal de modelagem dssea
local. Segundo Henning et al. (2024), uma aplicagdo subcutinea unica de Pam2CSK4
promove uma reabsor¢ao Ossea extensa, caracterizada pela formagdo excessiva de
osteoclastos e erosdes predominantemente na superficie pericraniana durante a fase
inicial. No entanto, essa resposta anabdlica local ¢ acompanhada por efeitos sistémicos
catabolicos robustos, caracterizados por uma perda significativa de densidade mineral
ossea (BMD) e de massa Ossea trabecular em locais distantes, como o fémur distal. Esse
processo ¢ mediado pelo aumento da expressdo de RANKL (7nfsf11) e da razdo

RANKL/OPG, que ativa genes de degradacdo da matriz como a catepsina K (Ctsk) e
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TRAP (Acp5), resultando em um perfil puramente destrutivo nos ossos longos, sem

evidéncias de reparo tecidual nesses locais distantes.

2.3 Aplicabilidade da Tanshinona na reabsorg¢do dssea e o seu mecanismo de

acdo

A Salvia Miltiorrhiza uma erva utilizada na medicina tradicional chinesa
isoladamente ou em combinacao, foi reconhecida devido ao seu uso no tratamento de
doengas Osseas. A sua agdo potencial como agente antiosteoporético desencadeou em
estudos sobre sua atividade no processo de reabsor¢do dssea, em destaque a osteoporose

(Kum; Kirchhof; Luick; Heinrich.,2021; Wang ef al., 2024).

A composicao fitoquimica da Salvia Miltiorrhiza ¢ identificada com presenca de
mais de 100 compostos, classificados de acordo com sua solubilidade. A tanshinona
consiste em um dos principais representantes do grupo de compostos lipossoluveis, com
resultados oriundos do seu isolamento indicando, atividades antioxidantes, anti-
inflamatorias, antifibroticas, antitumorais, antiosteoclastogénicas e osteogénese (Tang et

al, 2024; Wang et al., 2024; Yu et al., 2024 Sudha et al., 2024).

Segundo uma revisdo sistematica com objetivo de relatar os efeitos da tanshinona
no sistema esquelético, com a busca de estudos em animais, in vitro e ensaios clinicos,
foram avaliados 20 estudos para determinar a evidéncia sobre a agdo do inibidor. Como
resultado, foram encontradas evidéncias de alta qualidade demonstrando a sua eficécia na
regulacdo da atividade osteoclastica, melhorando a reposi¢do dssea e reduzindo as

inflamacdes nas andlises in vitro e in vivo (Ekeuku; Pang; Chin, 2021).

O potencial das tanshinonas lipofilicas ¢ reconhecida como um potente inibidor
da catpesina K, tratando a degradagdo de fibras de coldgenos. O agente também foi
identificado como possivel regulador, no aumento da expressao dos genes Runx2, Osx,
OCN e osteopontina (OPN), indicando um favorecimento na diferenciagdao de
osteoblastos que sdo importantes na formagao de matriz 6ssea (Wang et al., 2024; Liu et

al., 2019).

De igual modo, o tipo tanshinona IIA sulfénicos sddico desenvolvido para aumentar

a biodisponibilidade, foi indicado como um possivel inibidor seletivo de catpesina K, com
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aumento dos osteoblastos e possivel redugao dos osteoclastos. Outros 12 tipos como, T02,
T05, TO7, TO8, T09, T11, T12, T17, T20, T23 ¢ T27 a 10, também foram classificados
como tanshinonas agentes anti-catepsina (Ekeuku; Pang; Chin, 2021; Wang et al., 2024).

A T-IIA foi identificada como um possivel inibidor de osteoporose, reduzindo a perda
ossea induzida pela ovariectomia em um modelo experimental. Em estudo in vitro foi
observado a inibicdo das vias NF-kB, MAPKSs e Akt e reducao da expressdo da catepsina
K, fatores presentes na cascata de inflamagdo Ossea, isto €, reduzindo a perda oOssea, e
sendo apontado mais uma vez como um possivel agente inibidor em doencas 6sseas

induzidas por inflamacao (Molon, 2025; Cheng et al., 2018).

Outrossim, a investigacao da aplicabilidade da T-IIA sobre a osteoporose, foi feita
sobre modelos de camundongos diabéticos, sendo detectado a redugdo de niveis séricos,
e melhoria na densidade mineral Ossea trabecular. Os resultados podem apontar a
possibilidade de aplicagcdes em casos de outra doenga oOssea inflamatéria, como a
periodontite, e ¢ importante ser ressaltado a relagdo da progressao da doenca periodontal
com a diabetes (Molon, 2025). Os efeitos da T-IIA foram estudados em um modelo
experimental de periodontite induzida por ligadura, com resultados demonstrando uma

reducdo de osteoclastos e melhora na arquitetura 6ssea (Pavanelli ef al., 2025).

Ainda, o uso da T-IIA para o tratamento de ostedlise em um modelo de calvaria de
camundongo, foi indicado como potencial agente terapéutico, promovendo equilibrio
sobre 0 RANKL/OPG, reduzindo entdo a reabsorcao ossea. O efeito antirreabsortivo e
anti-inflamatorio sobre a artrite reumatoide também foi positivo, reduzindo a progressao

da doencga (Molon, 2025; Yao et al, 2018; Panwar ef al., 2024).

Em continuidade, sobre o mecanismo de agdo da TII-A, o mesmo ¢ reconhecido por
sua acdo dual em doengas osteolisticas justamente por atuar na inibi¢do da reabsor¢ao
Ossea e na promoc¢ao da formagao 6ssea (Molon, 2025). As evidéncias atuais revelam que
sua acao na inibi¢do d6ssea se deve a interferéncia na sinalizagdo do RANK-RANKL,
reduzindo a producao do RANKL por osteoblastos, aumentando também a expressao de
osteoprotegerina (OPG), bloqueando vias de sinalizagdo cruciais como NF-«kB, MAPK e
Akt, o que suprime fatores de transcri¢do essenciais (c-Fos, NFATcl) e reduz a atividade
de enzimas degradativas, como a catepsina K (Eukeku et al, 2021; Panwar et al., 2024;

Molon, 2025).
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A formacao 6ssea desencadeada pela TII-A se deve ao estimulo de células formadoras
de osso, aumentando a diferenciacdo de osteoblastos, e elevando marcadores Runx2,
fosfatase alcalina (ALP) e osteocalcina (OCN) que estdo envolvidos na diferenciagao
osteogénica (Molon, 2025; Wang et al, 2024). A diferenciagdo de osteoblastos
desencadeada pela TII-A envolve as vias Wnt/B-catenina ¢ BMP-2, também
rejuvenescendo células-tronco da medula 6ssea (BMSCs) ao reverter a hipermetilagdo do
DNA e ativar o gene PHGDH (Phosphoglycerate Dehydrogenase). Somado a isso, suas
potentes propriedades anti-inflamatorias, que reduzem citocinas pré-inflamatorias e a
infiltracao de células Th17 sem causar imunossupressao sistémica, reforgam seu potencial
para tratar condi¢des como artrite reumatoide, periodontite e osteoporose (Wang et al.,

2024; Panwar et al., 2024)

Os estudos relatam a tanshinona IIA como um possivel agente indutor sobre a
osteoblastogénese e a osteogénese com acdo dose-dependente. A sua seletividade de agdo
indica-se a necessidade de mais estudos especificos bem delineados e atuais, sobre a sua
eficacia, que com a sua comprovagdo especifica permita futuros ensaios clinicos com
seguranga para a tratativa de doencas 6sseas (Ekeuku; Pang; Chin, 2021; Wang et al.,

2024).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial da TII-A na inibi¢ao da reabsor¢do Ossea causada por

Pam2CSK4 em um modelo de calvaria de camundongo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Avaliar o efeito do Pam2CSK4 na indugao de reabsor¢ao ossea.
° Avaliar o efeito da TII-A na redu¢do da reabsorgao dssea.
° Identificar as alteracdes no tecido Osseo por meio de microtomografia

computadorizada (MicroTC), através dos pardmetros microestruturais 6sseos, volume
0sseo (BV), porcentagem de volume dsseo (BV/TV), nimero de tableculas (Tb.N),
espessura trabecular (Tb.Th) e separagdo trabecular (Tb.Sp).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 TIPO DE ESTUDO

O estudo realizado tratou-se de um estudo experimental laboratorial in vivo e
cego.

4.1 LOCAL DO ESTUDO E VIABILIDADE

O estudo experimental foi realizado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas II, da
Universidade Federal de Goias (UFG), e a manipulagdo das substancias na Faculdade de

Odontologia (UFG).

A UFG ofereceu todos os recursos necessarios para a condugao de pesquisas com
animais, incluindo: treinamento para os pesquisadores, biotério para a acomodagdo dos
animais, distribuicdo dos animais. O estudo sé foi iniciado ap6s a aprovacdo da CEUA

(n°011/2021).

Os insumos materiais, transporte ¢ demais custos referentes a analise tomografica
foram fomentados pelos financiamentos CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico), processo n® 405935/2023-4, Chamada n° 10/2023 e FAPEG
(Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Goias (FAPEG), por meio da Chamada
Publica n® 21/2024 (Processo Administrativo n® AUX2024361000140).

4.2 MANEJO DOS ANIMAIS E TAMANHO DA AMOSTRA

Foram utilizados camundongos (C57BL/6, 30g, 6 semanas, machos), obtidos do
Biotério do Instituto de Patologia Tropical e Satide Publica da Universidade Federal de
Goias (IPTSP/UFG), Centro Multiusudrio de Producdo e Experimentacdo Animal
(CMPEA), sendo mantidos em condigdes sanitarias de biotério convencional, com
controle de temperatura (22° a 24°) e luminosidade (12h de ciclo claro). A adaptacao dos

animais ocorreu em um periodo de 7 dias antes da realizacdo da intervencao.

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno padrao para camundongos

(30 x 20 x 13 cm) em gaiolas ventiladas com filtragem de ar.
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A higienizagdo das caixas e as suas respectivas trocas adjuntas do fornecimento
de ragdo e troca de dgua foram realizadas duas vezes por semana, nas segundas-feiras e
quinta-feira no periodo da manha conforme as normas do biotério do ICBII. A serragem
utilizada era trocada nos mesmos dias da higienizacao, e a alimentagao constituida de
ragdo para camundongo Nuvilab (Nuvital) com &gua fresca irrestrita para os

camundongos.

Os animais foram alocados em trés grupos experimentais (n = 6 por grupo). O
tamanho amostral foi estabelecido com base em estudo prévio com delineamento
metodologico semelhante (Cheng et al., 2018). Adicionalmente, foi realizada analise de
poder amostral utilizando o software G¥*Power 3.1 (a = 0,05; poder = 80%; tamanho de

efeito = 1,43).

O planejamento experimental seguiu o principio ético da redugdo (Reduction),
integrante dos 3Rs, garantindo o uso racional de animais sem prejuizo a robustez dos

resultados.

4.3 EXPERIMENTACAO

4.3.1 Procedimento Operacional Padrdo da diluicdo das substincias e da

experimentacdo

Na Faculdade de Odontologia da UFG, foram preparados os materiais € as
substancias a serem utilizados na experimentacdo. Foram utilizados como materiais de
estudo: injecao de Pam2CSK4 utilizando-se a seringa de insulina de 1ml, com a finalidade
de estimular a formagao de osteoclastos e reabsor¢ao 0ssea in vivo conforme demonstrado
previamente por Kassem et al, 2015. Além do Pam2CSK4, utilizou-se TII-A via oral com
utilizacdo de uma canula de gavagem, com a administracdo seguindo a metodologia de
Pawar et al, 2017. A diluicao e preparo das substancias estdo apresentadas na tabela 1 e

2.
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Quadro 1. Calculo da diluicao da TII-A, considerando a concentragao inicial da

substancia e o volume final desejado, para obtengdo da concentragdo experimental

estabelecida no protocolo.

Quantidade diaria para cada Quantidade total de Diluicao
camundongo Tanshinona
100mg - 10mL de PBS
1,2mg 100mg Concentragao:
10mg/mL
Concentragdo

individual: 1,2mg/120pl

Cada camundongo

recebeu: 120pl

Fonte: Elaborada por Acioli, 2025.

1. No fluxo laminar, foram identificados todos os microtubos (1-6).

2. Foi adicionado 1 mL de PBS ao frasco contendo Tanshinona.

3. Esse volume (1 mL) foi transferido para um tubo Falcon contendo 9 mL de PBS,

obtendo-se Tanshinona na concentrag¢do de 10 mg/mL.

4. Foram aliquotados 1,2 mL da solu¢gdo em microtubos de 5 mL, totalizando seis

aliquotas (uma para cada dia do experimento).

5. As amostras foram armazenadas a —20 °C; diariamente, um tubo foi retirado e

transportado em gelo para utilizagao.
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Quadro 2. Calculo da dilui¢ao do Pam2CSK4, considerando a concentragao inicial da
substancia e o volume final desejado, para obtengdo da concentragdo experimental

estabelecida no protocolo.

Quantidade para cada | Quantidade total de Diluicao
camundongo Pam2CSK4

1mg - 2,222mL de

PBS
45ng 1mg

Concentragdo:

45png/100pl

Cada camundongo

recebeu: 100ul

Fonte: Elaborado por Acioli, 2025.

1. Sob capela de fluxo laminar, foi adicionado 1 mL de PBS ao frasco contendo

Pam2CSK4.

2. O volume obtido (1 mL) foi transferido para microtubo de 5 mL contendo 1,222

mL de PBS, obtendo-se Pam2CSK4 na concentragao final de 450 ng/mL.

3. A amostra foi armazenada sob refrigeragdo (4 °C) para utilizacao no dia seguinte

no experimento e transportada em gelo no momento do uso.
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A experimentagdo foi planejada para ser realizada ao longo de 7 dias, periodo
considerado adequado para a avaliagdo do processo inflamatério em sua fase aguda
(Takao e Miyakawa, 2015; Henning et al., 2024). Esse intervalo permite a analise de
eventos iniciais da resposta inflamatéria, como recrutamento celular e liberagcdo de

mediadores inflamatorios.

Adicionalmente, o delineamento experimental seguiu a metodologia descrita em
estudos prévios com propostas semelhantes (Kassem et al., 2015; Kwak et al., 2008),
garantindo a consisténcia e comparabilidade dos resultados obtidos. A cronologia do

experimento, incluindo os periodos de indug¢do e tratamento, esta ilustrada na Figura 1.

Figura 1. Linha do tempo das etapas de experimentacao.

Indugéo e Inibigdo
(Inje¢Go Pam2CSK4 e

Gavqgem T||-A) 2,3,4,5°DIA Eutandsia
Alocacdo 1° DIA Inibicdo 7°DIA
(Adaptacdo dos animais) (Gavagem TII-A)

7 Dias

O delineamento experimental e a distribui¢do dos grupos foram realizados da

seguinte forma:

Grupo controle: somente a injecdo de solugdo salina (45 pg em cada

camundongo) + gavagem com soro fisiologico.

Grupo Pam2CSK4: injecdo de Pam2CSK4 (45 pg em cada camundongo) +

gavagem com soro fisioldgico.
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Grupo TII-A: injecao de Pam2CSK4 (45 pg em cada camundongo) e gavagem
com o inibidor TII-A (1200 pg em cada camundongo).

As etapas da experimentacdo sao representadas no fluxograma a seguir (Figura 2).

/7 ANIMAIS
| EXPERIMENTAIS |

N - B /
-
GRUPO e
CONTROLE PAM2CKS4 Lot
N=6 T N=6

/////

APLICACAODE  ap||cAcAO DE
GRUPO PR— SORO PAM2CSK4 * EEEEEEEY 2
CONTROLE FISIOLOGICO (1°DIA) 5‘
(1°DlA) g
i
...y  GRUPOTIIA =
° &
o
b
w
w
GAVAGEM TIA o
(19,2°3%4%5°  ovrnnssssnsnnas > GRUPO TIIA 2
DIA) o
[
‘\ s
' -
v
EUTANASIA E
COLETADAS »
CALVARIAS
(7° DIA)

Figura 2. Representacdo em fluxograma das etapas da experimentacao.

Com finalidade de cumprir os principios dos 3Rs, em especifico o refinamento
(Refinement), foi adotado a administragdo de um analgésico para minimizar o
desconforto e estresse dos animais. A utilizagdo de anti-inflamatérios nao foi adotada no
presente estudo, uma vez que o objetivo experimental foi a induc¢do e avaliagdo do

processo inflamatdrio associado a reabsorcao dssea. A dipirona utilizada foi proveniente
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de formulagdo injetavel comercial (500 mg/mL). A administragao foi realizada via

intraperitoneal em cada camundongo, aplicado 40 pL por animal (1x ao dia).

A escolha da dipirona (metamizol) como agente analgésico justifica-se por sua
elevada eficacia e baixa toxicidade, apresentando um perfil farmacolégico ideal para o
estudo de processos inflamatorios (Santos et al.,2014). O efeito analgésico da dipirona ¢
independente de sua a¢do anti-inflamatéria, uma vez que o fArmaco reverte a hiperalgesia
em doses significativamente menores do que as necessarias para uma supressao
inflamatoéria plena. Portanto, o uso da dipirona permite o controle efetivo da dor e do
desconforto animal sem mascarar ou interferir excessivamente nos mediadores e na
dindmica do processo inflamatério que constituem o objeto central de andlise desta

pesquisa (Santos et al.,2014; Liu et al, 2024)

4.3.2 Execucao do 1°dia de experimentacgdio

No primeiro dia realizou-se, a anestesia geral com o gés isoflurano para posterior
injecdo na regido central do cranio, em dire¢ao a sutura sagital (Figura 2), ap6s a aplicagdo
do Pam2CSK4 (Figura 3), foi realizado a aplicacdo de 40 uL de dipirona por meio de
inje¢do intraperitoneal, com a agulha angulada em um angulo de 45° em relagdo ao
abdomen de cada camundongo (Figura 4). Logo apés os camundongos acordar da
anestesia (em torno de 2min), a gavagem foi realizado, sendo administrado a TII-A ou
soro fisiologico (Figura 5). A administragdo por gavagem oral foi realizada utilizando
canula adequada ao tamanho dos animais, previamente ajustada conforme a distincia

entre a cavidade oral e o estdbmago.

Os camundongos foram contidos manualmente, com estabilizagdo da cabeca, e a
canula foi introduzida pela lateral da cavidade oral, deslizando suavemente sobre a lingua
até o esofago, sem aplicagdo de forca. A solugdo foi administrada de forma lenta e
continua, evitando refluxo, seguida da retirada cuidadosa da céanula. Apds o
procedimento, os animais foram observados quanto a possiveis sinais de desconforto ou

alteragdes respiratorias.

Com finalidade de identificar os animais durante o experimento, os camundongos

foram organizados e marcados por cores: vermelho para o grupo Pam2CSK4, azul para o
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grupo Controle e preto para o grupo TII-A. A estratégia permitiu a rastreabilidade

individual ao longo do estudo.

ALATORIA

Figura 3. A. Painel de controle do vaporizador de isoflurano demonstrando fluxo de ar
de 2,2 L/min e concentra¢do ajustada para 8% durante a fase de indug@o anestésica. B.

Anestesia inalatoria com isoflurano sendo realizado em camundongo.
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Figura 5. Administragdo do dipirona via intraperitoneal em camundongo.
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Figura 6. Aplicagdo da TII-A via gavagem no camundongo.

4.3.3. Realizacgdo do 2, 3, 4 ° dia de experimentacdo

No segundo, terceiro e quarto dia de experimentagao foi realizado a administracao
novamente da TII-A e soro fisioldgico para o grupo controle, sendo feito novamente a

aplicagdo do dipirona.
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4.3.4 Procedimentos experimentais no 5° e 7° dia

No quinto dia os animais apresentaram uma recuperagdo significativa, sendo
realizado somente as Ultimas gavagens. Apos os dias de intervencdo e dos cuidados pos-
operatorios, no sétimo dia, os animais foram sacrificados e seguidamente a remog¢ao da
cabeca foi feita. As estruturas anatomicas foram preservadas em formalina tamponada a
10%. O processo de eutanasia foi realizado pelo deslocamento cervical. As carcacas para
o descarte foram colocadas em saco plasticos e no freezer na sala de descarte e

posteriormente feito a sanitizagdo das gaiolas utilizadas.

4.4 ANALISE MICROTOMOGRAFICA

As andlises microtomografica e estatistica foram realizadas por avaliadores
cegados quanto a alocacdo dos grupos experimentais, com o intuito de minimizar

possiveis vieses na interpretacao dos resultados.

Com a finalidade de avaliar a microarquitetura Ossea, as amostras foram
encaminhadas para a analise de microtomografia computadorizada (microCT) para a
Faculdade de Odontologia na Universidade Estadual Paulista (UNESP) em Aracatuba.
Foi utilizado o equipamento SkyScan 1172, equipado com fonte de raios X de até¢ 100

kV.

A reconstrucdo das projegdes foi realizada na Faculdade de Odontologia de
Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo (USP), sendo utilizado o software NRecon
(Bruker), aplicado os parametros padronizados do equipamento (Figura 10). A
reorientagdo das amostras nos planos axial, sagital e coronal foi realizada no software
DataViewer (Bruker). O VOI (Volume of Interest) e o ROI (Region of Interest) foram
definidos no software, sendo estes, didmetro de 5 mm e altura correspondente a 20 slices.

A analise quantitativa do tecido dsseo foi realizada no software CTAn (Bruker).

A segmentacdo das imagens, utilizou-se limiar de binarizacao entre 80 e 255
(escala de cinza). Os parametros morfométricos 6sseos foram obtidos a partir do VOI

previamente delimitado.
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Foram avaliados o volume 6sseo (BV), que representa a quantidade absoluta de
tecido 6sseo mineralizado; a fragdo de volume o6sseo (BV/TV), que corresponde a
proporcao de osso em relagdo ao volume total analisado; a espessura trabecular (Tb.Th),
que expressa a espessura média das trabéculas; o nimero trabecular (Tb.N), que indica a
quantidade de trabéculas por unidade de comprimento; e a separagao trabecular (Tb.Sp),
que representa a distancia média entre as trabéculas. Em conjunto, esses parametros

permitem avaliar a quantidade e a microarquitetura do tecido dsseo.

Actions _ View _Options

@ D o &K X

For Help, press FL 3D(disk)2D resize222) (1498, 1188,602)=0 0%) _ Rot: 1816 Zoom 7%

Figura 7. Imagens reconstruidas por microtomografia computadorizada (microCT) da
estrutura 0ssea do cranio do camundongo em diferentes planos (corte transversal axial
evidenciando a arquitetura Ossea interna. Painel inferior esquerdo: corte coronal
mostrando a espessura e continuidade do osso craniano. Painel inferior direito: corte
sagital detalhando a morfologia O6ssea ao longo do eixo anteroposterior.

As linhas coloridas indicam os planos de corte cruzados para referéncia espacial.



36

4.5 ANALISE ESTATISTICA

No que se refere, a avaliagdio para a comparacdo dos parametros de
microarquitetura dssea entre os trés grupos experimentais (Controle, Pam2CSK4 e TIIA),
foi empregada a andlise de variancia (ANOVA one-way), uma vez que se tratava da
comparac¢ao de médias entre mais de dois grupos independentes. Previamente a aplicagao
do teste, foram verificados os pressupostos de normalidade da distribuicdo dos dados, por
meio do teste de Shapiro-Wilk. Como os dados indicando normalidade na distribuicao,
teste de ANOVA foi considerada o método estatistico mais adequado. Quando
identificada diferenca estatisticamente significativa, aplicou-se o teste post hoc de Tukey
para a realizagdo das comparacdes multiplas entre os grupos, permitindo a identificacao
especifica das diferencas intergrupos. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p <
0,05). Os dados foram analisados no software IBM SPSS Statistics for Windows (versao
27.0; IBM Corp., Armonk, NY, EUA).

5. RESULTADOS
5.1 AVALIACAO MICROTOMOGRAFICA

No que diz respeito aos resultados tomograficos, a reconstru¢do tridimensional
evidenciou diferencas entre os grupos experimentais. No grupo controle, observou-se
preservacao da integridade da calota craniana, com superficie 0ssea continua e auséncia

de areas de reabsorcao (Imagem 8).

Em contrapartida, nos grupos com reabsor¢ao ¢ssea induzida, foram identificadas
multiplas areas de perda Ossea, caracterizadas por perfuracdes distribuidas de forma
difusa e padrdo irregular. Nos espécimes tratados com TIIA, ndo foi observada reducao
dessas areas, indicando auséncia de efeito do tratamento na contengao da reabsorcao ossea

(Imagem 9 e 10).
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Figura 8. Vista superior da calota craniana evidenciando integridade da superficie 6ssea,
sem presenca de areas de reabsorcao 0ssea. A figura apresenta duas amostras do mesmo

grupo experimental.

Figura 9. Vista superior da calota craniana evidenciando multiplas 4reas de reabsorcao

ossea distribuidas difusamente. A figura apresenta duas amostras do mesmo grupo
experimental (PAM2CSK4), ambas exibindo padrdo morfologico semelhante de

reabsor¢do Ossea.
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Figura 10. Vista superior da calota craniana evidenciando multiplas 4reas de reabsorcao

Ossea distribuidas difusamente. A figura apresenta duas amostras do grupo experimental

tratado com TIIA.

Em relacdo aos pardmetros microtomograficos foram observadas diferencas
significativas entre os grupos experimentais e controle em parte dos parametros avaliados,
conforme apresentado na tabela 3.

No parametro volume 6sseo (BV), ao comparar com o grupo controle, foi
observado uma diminuig¢ao significativa no grupo Pam2csk4 com valor de p indicando p
= 0,025, e também no grupo TII-A com p = 0,012. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os grupos Pam2csk4 e TII-A (p = 0,897).

No parametro porcentagem de volume 6sseo (BV/TV), ao comparar com o grupo
controle, foi observado uma diminuicao significativa no grupo Pam2csk4 com valor de p
indicando p = 0,025, e também no grupo TII-A com p = 0,012. Nao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos Pam2csk4 e TII-A (p = 0,897).

No parametro de espessura trabecular (Tb.Th), ao comparar o grupo controle com
os grupos Pam2CSK4 e TII-A, foi observado uma diminui¢do significativa no grupo
Pam2csk4 com valor de p indicando p < 0,001, e também no grupo TII-A com p = 0,012.
Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos Pam2csk4 e TII-A (p =

0,054).
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No parametro de niamero de trabéculas (Tb.N) ao comparar o grupo controle com

o grupo Pam2csk4 e TII-A, ndo foram observadas diferengas significativas entre os

grupos, com o valor de p= 0,059.

No parametro de separagao trabecular (Tb.Sp) ao comparar o grupo controle com

o grupo Pam2csk4 e TII-A, ndo foram observadas diferengas significativas entre os

grupos, com o valor de p= 0,256

Tabela 1. Comparagdo dos pardmetros de microarquitetura dssea obtidos por micro-CT

entre os grupos Controle, PAM2CSK4 e TIIA.

Variavel Controle PAM2CSK4 TIA p

BV (mm?) 1,266 +0,110* 1,060+ 0,129° 1,023 +0,210° 0,006*
BV/TV (%) 35,27 3,066 29,52 +3,608° 28,50+5.871° 0,006*
Tb.Th (mm) 0,088 +£0,003* 0,782 +0,002° 0,082 +0,052° <0,001*
Tb.N (I/mm) 4,000,238 3,768 £0,398 3,44+ 0,661 0,059*
Tb.Sp (mm) 0,136 £ 0,004 0,141+ 0,008  0,142+0,010  0,256*

Volume 6sseo (BV), porcentagem de volume 6sseo (BV/TV), numero de trabéculas (Tb.N), espessura trabecular

(Tb.Th) e separagdo trabecular (Tb.Sp).*Teste ANOVA one-way e teste post hoc de tukey. Os dados foram

expressos como média + desvio padrdo. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando p <

0,05.

Fonte: autoria propria
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6. DISCUSSAO

O presente estudo investigou os efeitos da reabsorcdo oOssea induzida pela
aplicacdo da lipoproteina Pam2CKS4, além de avaliar o potencial do antirreabsortivo da
tanshinona (TII-A). De maneira geral, o Pam2CSK4 foi eficaz em promover alteragdes
relacionadas a reabsor¢do oOssea inflamatoria nas calvarias dos animais avaliados.
Contudo, a TII-A ndo demonstrou efeito antirreabsortivo significativo nas condic¢des

estabelecidas neste estudo.

A literatura revela o Pam2CKS4 como um potente estimulador de atividade
catabolica dssea, com indug¢do da osteoclastogénese localmente e sistematicamente,
desencadeando na reabsorc¢ao 6ssea (Kassem et al., 2015, Souza et al., 2019; Henning et
al., 2024). Os resultados da avaliagdio da microarquitetura 6ssea por meio da
microtomografia computadorizada dos grupos experimentais (Pam2CSK4 e TII-A) ao
comparar com o grupo controle, evidenciou-se diferencas significativas, na estrutura
Ossea da calvaria, com presenca de reabsor¢do, em concordancia com o que € evidenciado

na literatura.

A implementacdo do Pam2CKS4 somente com uma Unica inje¢do ¢ apresentada
na literatura como um estimulo Unico e suficiente para desencadear no processo de
reabsor¢do 6ssea robusta (Kassem et al., 2015; Henning et al., 2024). No presente estudo
a Unica inje¢do aplicada no dia 1 de experimentagdo reforca a eficacia do Pam2CSK4 na
indug¢do de uma resposta inflamatdria que ativa as células osteoclastos, resultando na
reducdo de volume 6sseo (BV), porcentagem de volume 6sseo (BV/TV) e da espessura

trabecular que apresentaram diferenca significativa nos grupos Pam2CSK4 e TII-A.

No estudo de Henning (2024) ¢ evidenciado que a inflamag¢do induzida pelo
Pam2CKS4 pode desencadear tanto no aumento da reabsor¢ao 6ssea, quanto no aumento
da formacdo 6ssea, possivelmente associada ao aumento da proliferagdo celular, sendo
identificado como uma inibigdo transitoria, € como um processo inflamatorio com a

capacidade de induzir a estimulacao da formacao ossea, apos 7 dias apos a aplicagao.

No presente estudo, devido ao periodo estabelecido de 7 dias de experimentagao,
foi observado uma reducao do tecido 6sseo nas calvarias, achado consistente com os

resultados descritos por Henning e autores (2024), que demonstraram que durante os
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primeiros 7 dias, o processo inflamatorio ¢ marcado predominantemente por uma
reabsor¢do Ossea robusta, especialmente na superficie pericraniana, correspondente ao
local da injecdo do Pam2CKS4. Nesse contexto, a intensa atividade catabolica
osteoclastica observada na fase inicial tende a predominar sobre os eventos reparativos,
enquanto, posteriormente, mecanismos de neoformagdo dssea podem interferir na

avaliacdo da reabsor¢ao 0ssea induzida.

No presente estudo, a administragdo de Pam2csk4 resultou em uma reducao
significativa do volume o0sseo trabecular (BV/TV) nos grupos experimentais, sem,
contudo, impactar de forma mensuravel o nimero (Tb.N) ou a separacao das trabéculas
(Tb.Sp). Esses achados sugerem que a perda dssea observada ocorreu predominantemente
por afinamento trabecular, em vez da perda de conectividade da rede 6ssea. Esse padrao
difere daquele descrito no modelo classico de osteoporose induzida por ovariectomia
(OVX), no qual a reducdo do volume 6sseo geralmente ¢ acompanhada por diminuicao

do numero de trabéculas e aumento da separacgdo entre elas (Panwar et al., 2017).

A preservagao da arquitetura trabecular, apesar da redug¢do do volume dsseo, pode
estar relacionada ao mecanismo inflamatorio induzido pela ativacido do TLR2. O
Pam2csk4 ¢ capaz de aumentar a expressio de RANKL e a razio RANKL/OPG,
favorecendo a diferenciagdo e a atividade osteoclastica; Dessa forma, ocorre um aumento
da reabsor¢do 6ssea distribuida ao longo das superficies trabeculares, resultando em perda
de massa 0ssea sem comprometimento imediato da conectividade estrutural ((Kassem et

al., 2015; Henning et al., 2024).

Além disso, considerando que a perda de conexdes trabeculares representa um
evento mais tardio no processo de reabsor¢do dssea, os resultados comprovam que o
protocolo capturou a fase inicial da perda dssea inflamatoria, onde o afinamento das

trabéculas precede a desestruturacao completa da rede trabecular (Henning et al., 2024).

Segundo Liu ef al (2024), os estudos clinicos envolvendo tanshinonas apresentam
importantes limitacdes metodoldgicas, incluindo curta duragdo do tratamento, pequeno
nimero amostral e auséncia de grupos controle placebo, fatores que comprometem a
robustez das evidéncias relacionadas a eficacia da substancia. Nesse contexto, embora o
presente estudo também tenha sido conduzido em curto periodo experimental, a defini¢ao

de sete dias foi estabelecida com o objetivo de avaliar predominantemente a fase inicial
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de reabsor¢ao dssea induzida pelo Pam2CSK4, evitando possiveis interferéncias de

eventos tardios de neoformacgao dssea descritos na literatura.

No que se refere aos resultados do grupo experimental TII-A, ndo foi identificado
diferenca significativa ao comparar grupo Pam2CSK4 nao submetido ao tratamento
reabsortivo, indicando que o a TII-A nao foi capaz de reestabelecer os parametros de
microarquitetura avaliados. Estudos prévios demonstram que a biodisponibilidade das
tanshinona sdo limitadas quando administradas via oral, possivelmente em decorréncia
da baixa solubilidade da substancia, e baixa absor¢ao no figado e intestino (Zhang et al.,
2006; Zhang et al., 2012. Dessa forma, tais caracteristicas podem ter limitado a

efetividade da TII-A no presente estudo.

Devido a sua natureza lipofilica, a garantia que a TIIA permaneca em
concentragdes terapéuticas nos tecidos Osseos ou articulares ainda consiste em um
desafio, sendo buscado derivados de tanshinona soluveis em agua (Eukeku et al., 2021;
Molon, 2025). A acdo da TII-A ¢ reconhecida na literatura como dose-dependente, ¢ o
possivel aumento da dosagem para compensar a baixa absor¢do apresenta limitagdes,
devido ao potencial toxicidade em doses elevadas, que tém sido associadas a efeitos
toxicos, incluindo citotoxicidade em células humanas, além de malformagdes
embrionarias e cardiotoxicidade observadas em modelos experimentais in vivo (Yang et

al., 2005; Wang et al., 2017).

Adicionalmente, evidéncias da literatura indicam que, em alguns modelos
inflamatorios, a TII-A promove apenas inibi¢do parcial da expressdo de citocinas pro-
inflamatoérias, com redugdes entre 40% e 60% (Kwak et al., 2008; Panwar et al., 2024;
Molon, 2025). Considerando a intensidade da indugdo inflamatoria promovida pelo
Pam2CSK4, tal efeito modulador pode ter sido insuficiente para impedir de maneira

significativa a progressao da reabsor¢ao Ossea observada neste experimento.

Em sintese, embora a TII-A apresente propriedades anti-inflamatérias e
osteoprotetoras descritas na literatura, ainda existem limita¢des importantes relacionadas
as suas propriedades farmacocinéticas que restringem a consolidagdo de evidéncias
clinicas robustas acerca de sua eficicia. A rapida eliminag@o plasmatica da substancia,
além de dificuldades na manutencao de concentragdes terap€uticas estaveis sem atingir

niveis citotdxicos, sdo fatores que podem limitar sua aplicabilidade terapéutica. Nesse
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contexto, os achados do presente estudo refor¢cam a necessidade de investigacdes
adicionais, especialmente com protocolos experimentais mais amplos e avaliacdes
farmacodinamicas mais detalhadas, para melhor compreensdo dos efeitos da TII-A sobre

a reabsor¢do dssea inflamatoria induzida em especifico pelo Pam2CKS4.
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7. CONCLUSAO

O modelo experimental induzido por Pam2CSK4 foi eficaz em promover
alteragdes relacionadas a reabsor¢ao dssea nas calvarias dos animais avaliados. Contudo,
a TII-A nao demonstrou efeito antirreabsortivo significativo nas condigdes estabelecidas
neste estudo. Os achados identificados na analise microtomografica com relagcdo as
alteragdes na microarquitetura 6ssea no estudo, ressaltam a complexidade da modulagdo
farmacoldgica da perda Ossea inflamatoria e reforgam a necessidade de futuras

investigacoes para melhor elucidacao do potencial terapéutico da substancia estudada.
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