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RESUMO 

 

A periodontite é uma doença crônica, inflamatória e multifatorial, resultante de uma disbiose 

do biofilme dentário e a desregulação da resposta do hospedeiro. Tal doença exibe alta 

prevalência, sendo considerada a principal causa de perda dentária em adultos. Embora existam 

vários tratamentos para periodontite, em alguns pacientes a resposta é insatisfatória, sendo 

conveniente a busca por abordagens farmacológicas complementares ao tratamento primário. 

As cumarinas são metabólitos secundários encontrados em espécies naturais e exibem diversas 

atividades farmacológicas, com destaque a sua ação anti-inflamatória e, mais recentemente, 

sobre o metabolismo ósseo. O objetivo desta dissertação foi avaliar os efeitos anti-inflamatório 

e antirreabsortivo ósseo da cumarina (CUM) e da umbeliferona (UMB) na reabsorção óssea 

alveolar induzida por ligadura. Grupos de camundongos Swiss machos (n=6-7 cada) receberam 

i.p. CUM (5, 15 e 45 mg/kg), UMB (15, 45 e 135 mg/kg) ou Salina, durante 7 dias. Como 

controle foram utilizados animais naïve. A reabsorção óssea alveolar (ROA) foi avaliada por 

macroscopia, seguida de histomorfometria da região de furca e expressão da fosfatase ácida 

resistente a tartarato (TRAP). A gengiva foi avaliada quanto a atividade da mieloperoxidase 

(MPO) e quantificação de IL-1β. Sistemicamente, foram feitas dosagens séricas de aspartato 

aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ureia e creatinina, e pesagens diárias 

dos animais. A ligadura nos animais Salina induziu ROA (240%), aumentou a área de furca 

(219%) e a expressão de TRAP (932%); na gengiva, observou-se aumento da MPO (202%) e 

da quantificação de IL-1β (883%), comparados aos naïve. A CUM (5, 15 e 45 mg/kg) reduziu 

a ROA em 28%, 25% e 22%, respectivamente, em relação ao Salina (p<0,05). Na gengiva, 

CUM (5 mg/kg) reduziu MPO em 71,6% e nas doses de 5 e 15 mg/kg reduziu a quantificação 

de IL-1β em 62,6% e 53%, respectivamente, comparada ao Salina. Sistemicamente, a CUM não 

alterou os níveis de AST, ureia e creatinina, porém, as duas maiores doses aumentaram a ALT 

em 100% e 255%, respectivamente, sugerindo-se potencial hepatotóxico. A UMB (15, 45 e 135 

mg/kg) reduziu a ROA em 25%, 33% e 25%, respectivamente. UMB (135 mg/kg) reduziu a 

área de furca em 31%, e a expressão de TRAP em 48,4%, em comparação ao Salina. Na 

gengiva, a UMB (15, 45 e 135 mg/kg) reduziu a MPO em 71%, 76%, 77% e a quantificação de 

IL-1β em 54%, 78%, 50%, respectivamente, quando comparados ao Salina (p<0,05). 

Sistemicamente, a UMB não alterou quaisquer parâmetros (p>0,05). Em suma, nas doses 

utilizadas a CUM e a UMB apresentaram perfis anti-inflamatório via inibição de IL-1β e 

antirreabsortivo ósseo, sendo a UMB a de melhor padrão de segurança.  

 

Palavras-chaves: Cumarinas; Umbeliferonas; Perda do osso alveolar; Citocina. 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

Periodontitis is a chronic, inflammatory and multifactorial disease resulting from dysbiosis of 

the dental biofilm and dysregulation of the host response. This disease has a high prevalence, 

being considered the main cause of tooth loss in adults. Although there are several treatments 

for periodontitis, in some patients the response is unsatisfactory, and it is convenient to search 

for pharmacological approaches that complement the primary treatment. Coumarins are 

secondary metabolites found in natural species and exhibit several pharmacological activities, 

with emphasis on their anti-inflammatory action and, more recently, on bone metabolism. The 

aim of this dissertation was to verify whether coumarins have pharmacological potential as an 

adjunct treatment in lytic bone diseases. To this aim, we systematically reviewed the scientific 

literature to understand the mechanisms of action of coumarins on bone markers. The aim of 

this dissertation was to evaluate the anti-inflammatory and bone antiresorptive effects of 

coumarin (CUM) and umbelliferone (UMB) in a ligature-induced alveolar bone resorption 

model.Groups of male Swiss mice (n=7/each) received i.p. CUM (5, 15 and 45 mg/kg), UMB 

(15, 45 and 135 mg/kg) or Saline for 7d. As control, naïve animals were used. Alveolar bone 

resorption (ABR) was evaluated by macroscopy, followed by histomorphometry of the 

furcation region and expression of tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP). The gingiva was 

evaluated for myeloperoxidase (MPO) activity and IL-1β expression. Systemically, serum 

dosages of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), urea and 

creatinine, and daily weighing of the animals were performed. Ligature in Salina animals 

induced ABR (240%), and increased furcation area (219%) and TRAP expression (932%); in 

the gingiva, there was an increase in the MPO activity (202%) and expression of IL-1β (883%), 

compared to naïve. CUM (5, 15 and 45 mg/kg) reduced ABR by 28%, 25% and 22%, 

respectively, compared to Saline (p<0.05). In the gingiva, CUM (5 mg/kg) reduced MPO by 

71.6%, and at doses of 5 and 15 mg/kg CUM reduced IL-1β expression by 62.6% and 53%, 

respectively, compared to Saline. Systemically, CUM did not change AST, urea, and creatinine 

levels, however, the two highest doses increased ALT by 100% and 255%, respectively, 

suggesting hepatotoxic potential. UMB (15, 45 and 135 mg/kg) reduced ABR by 25%, 33% 

and 25%, respectively, and the highest dose reduced the furcation area by 31%, compared to 

Saline (p<0.05). Corroborating these findings, UMB (135 mg/kg) decreased TRAP expression 

by 48,4%. In the gingiva, UMB (15, 45 and 135 mg/kg) reduced MPO activity by 71%, 76%, 

77% and IL-1β expression by 54%, 78%, 50%, respectively, when compared to saline (p<0.05). 

Systemically, UMB did not change any parameters (p>0.05). In short, with the doses used, 

CUM and UMB showed anti-inflammatory profiles via inhibition of IL-1β, and bone anti-

resorptive, with UMB being the best safety standard. 

 

Keywords: Coumarins; Umbelliferones; Alveolar bone loss; Cytokine. 



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

3-OHC  3-hidroxicumarina 

7-OHC  7-hidroxicoumarina 

7-OHCG 7-hidroxicumarina-glicuronídeo 

ALT  Tansaminase Hepática Alanina Aminotransferase 

ANOVA Análise de Variância 

AST  Transaminase Hepática Aspartato Aminotransferase 

BMPs  Proteínas Morfogenéticas Ósseas (do inglês: Bone Morphogenetic 

Proteins) 

BSA  Albumina Bovina Sérica 

COX-2  Ciclo-oxigenase-2 

CTSK  Catepsina K 

CUM  Cumarina 

CYP2A6 Citocromo P450 2A6 

EDTA  Ácido Etilenodiamino Tetra-Acético 

FGF  Fator de Crescimento de Fibroblastos (do inglês: Fibroblast Growth Factor) 

HMGB1 Proteínas do Grupo de Alta Mobilidade 1 (do inglês: High Mobility Group Box 

1) 

IFN-γ  Interferon Gama 

IGF-1  Fator de Crescimento Semelhante à Insulina1 (do inglês: Insulin-Like Growth 

Factor1) 

IL  Interleucina  

IP   Intra Peritoneal 

JCE  Junção Cemento Esmalte 

LPS  Lipossacarídeo 

M-CSF Fator Estimulador de Colônias de Macrófagos (do inglês: Macrophage Colony-

Stimulating) 

MMP-9 Metaloproteinase de Matriz 9  

MPO  Mieloperoxidase 

NFATc1 Fator Nuclear de Ativação de Células T Citoplasmático 1(do inglês: Nuclear 

Factor of Activated T-cells, Cytoplasmic 1) 

NF-b  Fator Nuclear Kapp B (do inglês: Nuclear Factor Kappa B) 

OPG  Osteoprotegerina 



 
 

PBS  Tampão Fosfato Salino 

PDGF  Fator De Crescimento Derivado De Plaquetas (do inglês: Platelet-derived 

Growth Factor) 

PGE2  Prostaglandina E2 

PGs  Prostaglandinas 

pH  Potencial Hidrogênico 

PICS  Práticas Integrativas e Complementares à Saúde 

PNPIC  Política Nacional de Práticas e Complementares 

PTH  Paratormônio 

RANK  Receptor Ativador do Fator Nuclear (NF) κappa B (do inglês: Receptor 

Activator of Nuclear Factor Kappa-Beta) 

RANKL Ligante do Receptor Ativador do Fator Nuclear (NF) κappa B (do inglês: Ligand 

of Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-Beta) 

RENISUS Registro Nacional de Plantas de Interesse do Sistema Único de Saúde  

ROA  Reabsorção Óssea Alveolar 

RUNX2 Fator de Transcrição Relacionado ao Runt 2 (do inglês: Runt-related 

Transcription Factor 2) 

SUS  Sistema Único de Saúde 

TGF-β  Fator Transformador de Crescimento Beta (do inglês:  Transforming Growth 

Factor beta) 

TNF-α  Fator de Necrose Tumoral alfa (do inglês: Tumor Necrosis Factor Alpha)  

TRAP  Fosfatase Ácida Resistente a Tartarato (do inglês: Tartrate-resistant Acid 

Phosphatase) 

UMB  Umbeliferona 

VO  Via Oral 

 

 

  



 
 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Figura 1 – Estrutura química da cumarina .............................................................................. 29 

Figura 2 – Metabolismo da cumarina ...................................................................................... 31 

Figura 3 – Estrutura química da umbeliferona ........................................................................ 32 

Figura 4 – Protocolo de indução da periodontite em camundongos ....................................... 38 

Figura 5 – Esquema do protocolo experimental ...................................................................... 39 

Figura 6 – Ilustração da mensuração da área compreendida entre a junção cemento-esmalte 

(JCE) e a crista óssea alveolar (COA) dos molares em camundongos ..................................... 41 

Figura 7 – Efeito da cumarina na reabsorção óssea alveolar em camundongos ..................... 46 

Figura 8 – Aspecto macroscópico do efeito da cumarina na reabsorção óssea alveolar em 

camundongos ............................................................................................................................ 47 

Figura 9 – Efeitos da cumarina sobre a atividade de MPO em tecido gengival em camundongos

 .................................................................................................................................................. 48 

Figura 10 – Efeitos da cumarina sobre os níveis de IL-1β em tecido gengival em camundongos

 .................................................................................................................................................. 49 

Figura 11 – Efeitos da cumarina na variação de massa corpórea de camundongos submetidos 

a periodontite durante 7 dias ..................................................................................................... 52 

Figura 12 – Efeito da umbeliferona na reabsorção óssea alveolar em camundongos ............. 53 

Figura 13 – Aspectos macroscópicos do efeito da umbeliferona na reabsorção óssea alveolar 

em camundongos ...................................................................................................................... 54 

Figura 14 – Efeitos da umbeliferona sobre os aspectos microscópicos do periodonto de 

camundongos submetidos à ligadura durante 7 dias ................................................................ 55 

Figura 15 – Fotomicrografias do periodonto íntegro e submetidos à ligadura durante 7 dias em 

camundongos ............................................................................................................................ 56 

Figura 16 – Efeitos da umbeliferona sobre a atividade de MPO em tecido gengival em 

camundongos ............................................................................................................................ 57 

Figura 17 – Efeitos da umbeliferona sobre os níveis de IL-1β em tecido gengival em 

camundongos ............................................................................................................................ 58 

Figura 18 – Efeito da umbeliferona sobre a imunomarcação para TRAP no periodonto em 

camundongos ............................................................................................................................ 59 

Figura 19 – Fotomicrografias da imunocoloração para TRAP em camundongos .................. 60 

Figura 20 – Efeitos da umbeliferona na variação de massa corpórea de camundongos 

submetidos a periodontite durante 7 dias ................................................................................. 63 

 



 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 – Efeitos da cumarina sobre os parâmetros sistêmicos de camundongos submetidos à 

ligadura durante 7 dias .............................................................................................................. 51 

Tabela 2 – Efeitos da umbeliferona sobre os parâmetros sistêmicos de camundongos 

submetidos à ligadura durante 7 dias ........................................................................................ 62 

 

  



 
 

PREFÁCIO 

 

É com grande satisfação que apresento esta dissertação acerca do papel de metabólitos 

secundários de plantas medicinais, com especial enfoque aos estudos da 

osteoimunofarmacologia e das doenças periodontais. 

A motivação para o presente estudo veio ao encontro da minha trajetória profissional 

enquanto cirurgiã-dentista junto ao Serviço Único de Saúde (SUS), onde, com frequência, 

atendi pacientes portadores de graves comprometimentos de saúde bucal em decorrência da 

periodontite, uma doença crônica inflamatória óssea multifatorial, caracterizada por 

sangramentos gengivais, infiltração de leucócitos e reabsorções ósseas e cementárias. Além dos 

danos locais, a periodontite pode apresentar repercussões sistêmicas importantes e consequente 

diminuição da qualidade de vida dos pacientes. 

Apesar de existir uma variedade de abordagens para o tratamento da periodontite, 

eventualmente alguns pacientes não respondem aos cuidados não cirúrgicos. Nestes casos, as 

abordagens farmacológicas capazes de modular a resposta inflamatória do hospedeiro podem 

ser úteis para o tratamento adjunto à doença periodontal.  

Os estudos de metabólitos secundários de plantas vêm se desenvolvendo 

aceleradamente nos últimos anos e representam uma importante fonte para o desenvolvimento 

de substâncias farmacologicamente ativas, com resultados promissores de muitos destes 

agentes sobre modelos de perda óssea inflamatória.  Tal observação nos incentiva a estudar 

metabólitos secundários de plantas para as quais ainda não existe um consenso de seus efeitos 

sobre o metabolismo ósseo, com destaque às cumarinas.  

Iniciando por um estudo crítico da literatura, buscamos responder os seguintes 

questionamentos: As cumarinas reduzem a formação e ativação de osteoclastos? Se sim, quais 

vias de sinalização intracelulares são moduladas pelas cumarinas? Esta fase foi necessária para 

reconhecer quais cumarinas merecem ser melhor exploradas concernentes aos efeitos destes 

metabólitos sobre as vias intracelulares osteoclastogênicas. A resposta para esses 

questionamentos resultou na redação de uma revisão sistemática da literatura sobre o 

mecanismo de ação de cumarinas sobre o processo de formação e ativação de osteoclastos em 

modelos de estudo in vitro, a qual se encontra publicado no periódico Fitoterapia, sob o título 

“Bone anti-resorptive effects of coumarins on RANKL downstream cellular signaling: a 

systematic review of the literature”, adicionada como apêndice da presente dissertação. 



 
 

 Em posse destas informações, através de uma pesquisa não clínica in vivo, avaliamos 

os efeitos da cumarina (1,2-benzopirona) e da umbeliferona (7-hidroxicumarina) na inflamação 

e na reabsorção óssea alveolar em camundongos. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Metabolismo ósseo  

 

O osso, o principal constituinte do esqueleto, é um tecido conjuntivo especializado e 

mineralizado, o qual desempenha funções tanto mecânicas, como metabólicas. A unidade óssea 

é formada por múltiplas células, como os osteoclastos, os osteoblastos e osteócitos, que 

representam cerca de 10% da totalidade desse órgão. Cerca de 20% a 40% são constituídos pela 

matriz orgânica, correspondente à matriz colágena (colágeno tipo 1) e à substância não 

fundamental, constituída por osteocalcina, osteonectina, osteopontina, fosfatase alcalina, 

colagenase, lipoproteínas, glicoproteínas e fatores de crescimento. Por fim, cerca de 50% a 70% 

deste tecido são formados pelos minerais cálcio e fosfato, que juntos formam a hidroxiapatita 

cristalina (ANSARI; SIMS, 2020). 

Os osteoclastos são células derivadas de células-tronco hematopoiéticas e possuem 

como precursores a linhagem de monócitos/macrófagos, os quais devem passar para o estágio 

maduro, multinucleado (ONO; NAKASHIMA; 2018). Tais células estão localizadas na 

superfície óssea e apresentam formato discoide. Esta disposição permite que haja um espaço 

selado sob o qual ocorrerá a liberação de produtos que diminuem o pH do microambiente ósseo, 

onde, por meio da dissolução dos minerais ósseos e o colapso do osteóide ocorre a formação de 

uma depressão na superfície do osso, iniciando-se, consequentemente, a reabsorção óssea 

(FREEMONT, 1993; ONO; NAKASHIMA; 2018). 

Os osteoblastos são células de origem mesenquimal e representam cerca de 4% a 6% da 

totalidade de células residentes no tecido ósseo, possuem como finalidade a secreção da matriz 

óssea, como o colágeno tipo I e as proteínas não colágenas. Ocorre ainda a liberação de grandes 

quantidades de fosfatase alcalina óssea, um forte marcador dos osteoblastos envolvidos no 

processo da mineralização óssea (NAKASHIMA; CROMBRUGGHE, 2003).  

Os osteócitos são as células mais abundantes do tecido ósseo (cerca de 90% - 95%) e 

estão localizados dentro da matriz óssea. Este grupamento celular é caracterizado por ser 

derivado de osteoblastos maduros e exerce um papel de grande importância no contexto da 

remodelação óssea, uma vez que essas células regulam ação tanto dos osteoblastos, como dos 

osteoclastos (ANSARI; SIMS, 2020). A função dos osteócitos relaciona-se a 

mecanossensibilidade e a mecanotransdução, sendo considerado um regulador da 

mineralização e responsável pela produção de esclerostina, um mediador capaz de reduzir a 

formação óssea (KOIDE; KOBAYASHI, 2019). É importante salientar que estas células estão 
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associadas à expressão da glicoproteína 130 (Gp 130) que atua como um correceptor de 

sinalização para a ação celular de citocinas, especialmente, a IL-6 (McGREGOR et al., 2019; 

MURAKAMI et al., 1993). 

A osteoclastogênese é mediada pelo fator estimulador de colônias de macrófagos (M-

CSF), o ligante do receptor ativador do fator nuclear (NF) κappa B (RANKL) e a 

osteoprotegerina (OPG). De modo geral, quando ocorre a ligação RANKL ao seu receptor 

ativador do fator nuclear (NF) κappa B (RANK), inicia-se o processo de diferenciação de 

osteoclastos, a partir da ativação de várias vias de transdução de sinais intracelular (PARK et 

al., 2017). A OPG atenua a osteoclastogênese ao competir com RANK pelo RANKL 

(SIMONET et al., 1997). Enquanto o M-CSF promove a proliferação e a sobrevivência das 

células precursoras de osteoclastos (LAGASSE; WEISSMAN, 1997), o RANKL é responsável 

por  controlar diretamente a diferenciação destas células (YASUDA et al., 1998). 

A osteoblastogênese inicia-se através da proliferação de células progenitoras 

mesenquimais, as quais se diferenciam em pré-osteoblastos e, por fim, em osteoblastos 

maduros. Este mecanismo é mediado pela ação do fator de transcrição relacionado ao Runt 

2 (RUNX2), expresso por diversos mecanismos decorrentes da ação das proteínas do tipo 

SMADs (1, 5 e 8), onde em conjunto com a proteína morfogenética óssea (BMP), são 

fosforilados e ativados. Além disso, a formação de osteoblastos relaciona-se ainda à presença 

de glicoproteínas secretadas por células estromais da medula óssea e hematopoiéticas, 

conhecidas como WNT (REDLICH; SMOLEN, 2012).  

Existe uma forte interação entre os osteoblastos e osteoclastos por meio do contato 

célula-célula e da secreção de proteínas. Neste sentido, o controle da osteoblastogênese é 

dependente da secreção de fatores solúveis, como a semaforina 4D a partir dos osteoclastos, 

enquanto o controle da osteoclastogênese é altamente dependente de proteínas secretadas pelos 

osteoblastos, como o M-CSF, RANKL e a OPG (KIM et al., 2020).  

A homeostasia do tecido ósseo envolve dois processos principais: a modelação e a 

remodelação. O primeiro é necessário para que os ossos mudem seu formato em resposta às 

influências fisiológicas ou às forças mecânicas que incidem sobre o mesmo. Neste, a ação dos 

osteoclastos e os osteoblastos não estão necessariamente acopladas anatomicamente ou 

temporalmente como é o caso na remodelação óssea, ou seja, para que os ossos mudem de 

formato não é necessária a reabsorção prévia (ALLEN; BURR, 2014). 

A remodelação óssea é um processo contínuo, dinâmico e fundamental para a reparação 

tecidual, onde os osteoclastos e os osteoblastos atuam, de maneira coordenada no mesmo local, 

mas em momentos diferentes, resultando em renovação do osso e a consequente manutenção 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/osteoclast
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da resistência óssea e da homeostase mineral (SIDDIQUI; PARTRIDGE, 2016). A 

remodelação envolve uma complexa rede de sinalização endógena programada por eventos 

genéticos regulados por hormônios, fatores de crescimento e citocinas, os quais são 

responsáveis pelos processos proliferativos e de diferenciação celular do estroma 

(GRABOWSKI, 2015; NAKASHIMA; CROMBRUGGHE, 2003). Os principais hormônios 

envolvidos nesse processo são: paratormônio (PTH), estrógeno, calcitonina, membros da 

família da vitamina D, junto ao fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-1) e ao fator 

transformador de crescimento beta (TGF-β), além de citocinas implicadas no processo de 

remodelação óssea como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e as interleucinas (IL)-1β, IL-

6 e IL-17 (AMARASEKARA et al., 2018; BADO et al., 2017; NAOT; MUSSON; CORNISH, 

2019; SIDDIQUI; PARTRIDGE, 2016; WEIN; KRONENBERG, 2018). Estes fatores 

endógenos são capazes de modular o eixo RANKL/RANK-OPG, considerada a principal via 

envolvida no metabolismo ósseo (GRABOWSKI, 2015; NAKASHIMA; CROMBRUGGHE, 

2003). 

 O RANK é uma proteína transmembrana do tipo I pertencente à superfamília do fator 

de necrose tumoral (TNF), presente em membranas das células progenitoras de osteoclastos. O 

RANKL é encontrado em células como osteoblastos, fibroblastos e células T. Quando acoplado 

ao seu receptor RANK induz vias de sinalização relacionadas com o crescimento e a 

diferenciação celulares, especialmente, da osteoclastogênese. Por fim, a OPG é uma molécula 

produzida por muitos tipos celulares, principalmente pelas células B e osteoblastos. A função 

da OPG é inibir competitivamente a ligação do RANKL ao RANK, impedindo, assim, a 

formação de osteoclastos (PACIFICI, 2010; UDAGAWA et al., 2021). 

O ciclo de remodelação óssea é composto por quatro fases sequenciais: a ativação, a 

reabsorção, a reversão e a formação (KENKRE; BASSETT, 2018). A ativação envolve o 

recrutamento e a estimulação de precursores mononucleares de osteoclastos da circulação, 

sendo necessário o processo de fusão de múltiplas células mononucleares para formar pré-

osteoclastos multinucleados (UDAGAWA et al., 2021). 

A reabsorção óssea se inicia quando os osteoclastos secretam íons de hidrogênio com 

consequente redução do pH, o que auxilia na mobilização de minerais ósseos. A secreção da 

fosfatase ácida resistente a tartarato (TRAP) (HABERMANN et al., 2007), da catepsina K e da 

metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9), entre outros, possuem a finalidade de digerir a matriz 

orgânica, resultando na formação de lacunas de Howship no osso trabecular e Canais de Havers 

em osso cortical (DELAISSE et al., 2003).  
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Durante a fase de reversão, as cavidades de reabsorção contêm uma variedade de células 

mononucleares, incluindo monócitos, osteócitos e pré-osteoblastos que iniciam a fase de 

formação óssea. Os sinais de acoplamento desta fase estão associados ao TGF-β, IGF-1, BMPs, 

fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF) (BONEWALD; MUNDY, 1990; KENKRE; BASSETT, 2018; PENG et al., 2020). 

A fase de formação óssea leva cerca de 4 a 6 meses para ser concluída, sendo dividida 

em três subfases sucessivas: a produção da matriz osteoide, a sua subsequente maturação, 

seguida da mineralização da matriz. Os osteoblastos sintetizam a nova matriz orgânica e 

regulam sua mineralização. Ao final do processo, os osteoblastos sofrem apoptose ou tornam-

se osteócitos (KENKRE; BASSETT, 2018).  

O equilíbrio entre a formação e a reabsorção óssea é fundamental para a homeostase 

óssea (SIDDIQUI; PARTRIDGE, 2016). As alterações na atividade de osteoclastos, 

osteoblastos e osteócitos, na qualidade da formação da matriz colágena e na mineralização óssea 

podem causar condições e doenças ósseas de grande impacto clínico, como a osteoporose, a 

osteogênese imperfeita, a doença de Paget, a artrite reumatoide e a periodontite (JONHSTON; 

DAGAR, 2020; NAQVI et al., 2019; PAPAPANOU; SUSIN, 2017; ROSSI; LEE; MAROM, 

2019; VALENZUELA; PIETSCHMANN, 2017).  

 

1.2 Periodontite  

 

A periodontite é uma doença inflamatória crônica e multifatorial caracterizada por 

infiltração de leucócitos e reabsorções ósseas e cementárias. Clinicamente pode-se observar o 

sangramento gengival, a formação de bolsa periodontal, a recessão gengival, a lesão de furca e 

a mobilidade dental (PAPAPANOU et al., 2018).  

A periodontite exibe alta prevalência, onde cerca de 10% da população mundial é 

afetada com a forma mais grave da doença, considerada a principal causa de perda dentária em 

adultos (FRENCKEN et al., 2017; TONETI et al., 2017). No Brasil, segundo a pesquisa 

nacional de saúde bucal realizada em 2010, a prevalência de sangramento gengival começa a 

aumentar durante a adolescência, por volta dos 12 anos, acompanhando o indivíduo até a vida 

adulta e decrescendo nos idosos. A presença de cálculo dentário, essencial como fator retentivo 

de biofilme dentário, atinge cerca de 64% dos adultos, declinando durante a terceira idade. 

Como um fator complicador, na faixa etária de 35 a 44 anos apenas 17,8% dos indivíduos 

avaliados apresentavam todos os sextantes hígidos (sem a presença de sangramento, cálculo ou 

bolsa periodontal), denotando um alto índice de perda dentária (BRASIL, 2012).  
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A patogênese da doença envolve uma disbiose entre os periodontopatógenos e a 

desregulação da resposta inflamatória do hospedeiro (PAPAPANOU et al., 2018). Sabe-se que 

diversos microrganismos fazem parte do microbioma oral e a interação entre as espécies é 

fundamental para a manutenção da homeostase oral. Para tal, os microrganismos tendem a se 

organizar em comunidades inseridas dentro de uma matriz de substâncias poliméricas 

extracelulares, conhecida como biofilme. No entanto, em condições particulares, como a 

inflamação, a interação hospedeiro-comunidade torna-se disbiótica favorecendo a seleção de 

uma comunidade de microrganismos especializados, como a T. denticola, P. gingivalis e T. 

forsythia, bactérias que apresentam um elevado potencial patológico, proporcionando um 

ambiente adequado para o desenvolvimento das doenças periodontais (CURTIS; DIAZ; DYKE, 

2020).  

O processo inflamatório periodontal relaciona-se a intensa infiltração de leucócitos. Em 

resposta à ação de produtos bacterianos, os neutrófilos, os linfócitos e os macrófagos 

contribuem para a expressão de citocinas e quimiocinas, dentre outros mediadores químicos da 

inflamação (LI; ZHANG; WANG, 2020). Assim, na ativação da imunidade inata, além de 

citocinas pró-inflamatórias (SUZUKI et al., 2019), as prostaglandinas (PGs) (BAGE et al., 

2011), as enzimas líticas (CUI; HU; KHALIL, 2017) e diversos fatores de transcrição (ZHAO 

et al., 2011) são responsáveis pela perpetuação da inflamação e a destruição do osso alveolar 

adjacente (LIMA et al., 2008; YUCEL-LINDBERG; BAGE, 2013). 

A ativação dos monócitos/macrófagos pelos produtos microbianos do biofilme dentário 

consegue produzir substâncias, como a prostaglandina E2 (PGE2), o interferon gama (IFN-γ), 

as citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-17, as metaloproteinases de matriz (MMPs), dentre outros 

mediadores (LIMA et al., 2008; SUZUKI et al., 2019; YUCEL-LINDBERG; BAGE, 2013; 

ZHAO et al., 2011). No processo inflamatório as PGs contribuem aumentando a 

permeabilidade vascular e a vasodilatação na microcirculação. As MMPs são responsáveis pela 

perda progressiva dos constituintes da matriz, principalmente colágeno, levando à perda óssea 

em condições inflamatórias (CUI; HU; KHALIL, 2017; YUCEL-LINDBERG; BAGE, 2013). 

As citocinas, especialmente o TNF-α e a IL-1β, atuam de forma relevante no processo de 

osteoclastogênese (AMARASEKARA et al., 2018).  

O TNF-α desempenha um papel fundamental na formação de osteoclastos. Na presença 

do M-CSF e do RANKL o TNF-α é capaz de induzir o processo de diferenciação osteoclástica 

e estimular a sinalização de NF-κB (AZUMA et al., 2000; LUO et al., 2018; TEITELBAUM et 

al., 2006), importante fator de transcrição de vários genes inflamatórios (WARA-ASWAPATI 

et al., 2007). A IL-1β estimula diretamente a expressão de RANKL, além de estar envolvida 
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com a regulação positiva da atividade de TNF-α, dentre outras ações (REDLICH; SMOLEN, 

2012; RUSCITTI et al., 2015). Ademais, outras citocinas participam da perda óssea 

inflamatória, tais como: IL-6, IL-7, IL-11, IL-15, IL-17, IL-23 e IL-34, onde participam 

ativamente do processo de reabsorção óssea, através da transdução de sinais por mecanismos 

autócrinos, parácrinos e endócrinos capazes de afetar a osteoclastogênese (AMARASEKARA 

et al., 2018).  

É importante destacar que eventos celulares ocorrem a partir da interação entre os 

antígenos bacterianos e as células T virgens, fazendo com que as mesmas se diferenciem em 

linfócitos T helper (Th) Th1, Th2, Th17 e células T reguladoras (OHLRICH et al., 2009; ZHAO 

et al., 2011).  As células Th1 amplificam a resposta inflamatória ao produzirem interferon-ϒ 

(IFN-ϒ), molécula responsável por ativar macrófagos intensamente (JÄGER et al., 2009), 

enquanto as células Th2 produzem mediadores anti-inflamatórios, como IL-4, L-10, IL-13, 

além do TGF-β (ZHENG et al., 2020). As células Th17 secretam as interleucinas IL-17, IL-23, 

IL-22, IL-6 e o TNF-α quando estão presentes as IL-1β e IL-6 (OHLRICH et al., 2009).  Por 

fim, as células T reguladoras são responsáveis pela homeostase do sistema imunológico 

(OHLRICH et al., 2009). 

O aumento da expressão de citocinas pró-inflamatórias está relacionado com a inibição 

de OPG e a indução da expressão de RANKL, o que favorece a ligação RANKL-RANK. Com 

o aumento da ativação deste eixo ocorre a ativação de várias vias de transdução de sinais e a 

indução de fatores de transcrição, como o fator nuclear de ativação de células T citoplasmático 

1 (NFATc1), regulador chave da osteoclastogênese (NAKASHIMA; HAYASHI; 

TAKAYANAGI, 2012; PACIFICI, 2010; REDLICH; SMOLEN, 2012; SONG et al., 2009) e, 

consequentemente, um aumento da diferenciação de osteoclastos e a reabsorção óssea inerente 

à periodontite.  

A terapia periodontal básica consiste em remoção mecânica da placa e do cálculo supra 

e/ou subgengival através da utilização de curetas periodontais e/ou dispositivos ultrassônicos 

(GRAZIANI et al., 2017). Apesar desta terapia mecânica ser efetiva geralmente, alguns 

pacientes podem não responder adequadamente a este tratamento. Além disso, a disbiose 

observada na periodontite leva ao aumento e desregulação da resposta do hospedeiro. No 

entanto, a presença de patógenos periodontais é insuficiente para o início da doença. De fato, 

dados atuais sugerem que a inflamação excessiva associada à periodontite também se deve a 

uma falha na resolução das vias inflamatórias (VAN DYKE, 2017). Logo, para auxiliar no 

tratamento básico da doença, eventualmente empregam-se terapias farmacológicas baseadas em 

antimicrobianos ou substâncias anti-inflamatórias (GRAZIANI et al., 2017). 
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O uso de fármacos para o tratamento da periodontite como anti-inflamatórios 

(BEZERRA et al., 2000) e antimicrobianos (PARK et al., 2017) tem se mostrado efetivo em 

reduzir a perda óssea alveolar em estudos não clínicos. Clinicamente, o tratamento com o 

diclofenaco de potássio (50 mg/kg) duas vezes ao dia, associado a terapia mecânica resultou 

em redução de PGE2 e ganho de inserção clínica (ODUNCUOGLU et al., 2018). A terapia com 

antimicrobianos sistêmicos como a associação de amoxicilina e metronidazol (ambos 500 

mg/kg), três vezes ao dia, durante 3 ou 7 dias em combinação com a terapia mecânica, resultou 

em uma melhoria significante dos parâmetros periodontais microbiológicos, inflamatórios e 

clínicos (COSGAREA et al., 2020). Contudo, sabe-se que tais classes de fármacos, quando 

utilizadas a longo prazo, conseguem causar efeitos adversos como distúrbios gástricos 

(BJARNASON et al., 2018) e aumento do risco de ataque cardíaco (GROSSER; RICCIOTTI; 

FITZGERALD, 2017), ou resistência bacteriana (CHOWDHURY et al., 2019), 

respectivamente.  

Neste contexto, o incentivo para a adoção de abordagens integrativas e complementares 

tem aumentado e, consequentemente, um maior uso de plantas medicinais e de fitoterápicos 

(BRASIL, 2006a; 2006b). O Ministério da Saúde, em 2006, aprovou a Política Nacional de 

Práticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Único de Saúde (SUS), 

objetivando a difusão e a aplicação destes importantes recursos terapêuticos (dentre eles a 

Fitoterapia), sendo a habilitação de prescrição pelo cirurgião-dentista regulamentada a partir da 

Resolução 82/2008 do Conselho Federal de Odontologia, que a reconheceu como Práticas 

Integrativas e Complementares à Saúde (PICS) bucal.  

Apesar de regulamentada, a fitoterapia na odontologia não é uma prática comum. Isso 

se deve a diversos fatores, dentre eles a “crenças limitantes” em relação à eficácia de 

fitoterápicos (MONTEIRO, 2014). Logo, as ações educativas e as pesquisas científicas nesta 

área podem contribuir para a modificação desta percepção (MACIEL et al., 2002).  

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa evidenciaram o potencial de extratos secos 

de plantas medicinais de uso popular no Brasil, como a Matricaria recutita (camomila) e a 

Uncaria tomentosa (unha-de-gato) para o tratamento de doenças ósseas. Nestas pesquisas, os 

extratos utilizados apresentaram efeitos anti-inflamatório e antirreabsortivo ósseo na 

periodontite experimental em ratos (GUIMARÃES et al., 2016; LIMA et al., 2020). Assim, as 

cumarinas, substâncias encontradas em várias espécies naturais de apelo popular e que 

apresentam propriedades anti-inflamatórias (LEAL et al., 2000; 2003; LIMA et al., 2006), 

podem ser de interesse para a periodontia. 
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1.3 Plantas medicinais do bioma brasileiro ricas em cumarinas  

 

As infusões e os extratos líquidos e secos de diversas plantas medicinais são utilizados 

como terapia alternativa no Sistema Único de Saúde (SUS) devido às suas propriedades 

preventivas e curativas. Neste contexto, para promover a difusão do uso de plantas medicinais 

e ressaltar a representatividade da medicina popular, bem como a promoção da segurança, da 

eficácia e da qualidade das plantas medicinais, fitoterápicos e serviços relacionados à 

fitoterapia, o Ministério da Saúde, pactuou o Registro Nacional de Plantas de Interesse do 

Sistema Único de Saúde (RENISUS) (BRASIL, 2009).  

As famílias botânicas tradicionalmente usadas na América do Sul, como a Acanthaceae 

e a Fabaceae, apresentam diversas atividades biológicas, por exemplo, a Justicia pectoralis 

Jacq., var. stenophylla, a Amburana cearensis Fr. All. (Torresea cearensis) e a Dipteryx odorata, 

pertencente à família da Acanthaceae e da Fabacea, respectivamente, são conhecidas por 

apresentarem ações ansiolítica, anticonceptiva e anti-inflamatória (LEAL et al.,1999, 2000, 

2003; LEAL et al., 2017). Tais famílias botânicas apresentam as cumarinas como metabólitos 

secundários majoritários.  

A Justicia pectoralis Jacq., var. stenophylla, popularmente conhecida como “chambá”, 

“anador” ou “trevo- cumaru”, é uma planta pertencente à família da Acanthaceae e encontrada 

em vários países do continente americano (DANIEL, 2000; LEAL; SILVA; VIANA, 2017; 

OLIVEIRA; ANDRADE, 2000; SILVA, 2018). O Brasil é considerado um dos países que exibe 

grande diversidade do gênero Justicia, havendo registros dessa espécie nas regiões Centro-

Oeste, Norte e Nordeste do país (PROFICE et al., 2015). 

A J. pectoralis apresenta diversas atividades biológicas (LEAL et al., 2017), como 

alívio de sintomatologias dolorosas na inflamação, na asma, na bronquite (LEAL et al., 2000; 

LINO et al., 1997; MOURA et al., 2017), em problemas de próstata (LANS, 2007), na 

menopausa e na dismenorreia (LOCKLEARA et al., 2010), bem como ansiolítico, 

hipoglicemiante, hipotensivo, sedativo, dentre outras (CORRÊA; ALCÂNTARA, 2012; 

VENÂNCIO et al., 2011). 

Foi verificado que o extrato de J. pectoralis é composto por cumarinas, flavonoides, 

esteroides, triterpenoides, saponinas e alcaloides (LEAL et al., 2000; ARAÚJO et al., 2014; 

OLIVEIRA; ANDRADE, 2000). No que se refere às cumarinas foram identificadas as 

presenças da cumarina (1,2 benzopirona) e a umbeliferona (7-hidroxicumarina), sugerindo-as 

serem as principais responsáveis pela atividade fitoterápica do chambá, o que explica seu odor 

adocicado exalado (OLIVEIRA; ANDRADE, 2000; CORRÊA; ALCÂNTARA, 2012). 
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A Amburana cearensis AC Smith (sin.: Torresea cearensis Fr. All.), popularmente 

conhecida como "cumaru" ou "imburana-de-cheiro", é uma árvore nativa do Nordeste 

brasileiro, pertencente à família da Fabaceae (ALMEIDA et al., 2010). Tradicionalmente a 

Amburana cearensis é empregada como chá para o tratamento de condições inflamatórias, 

como a asma e a bronquite (LORENZI; MATOS, 2002). Estudos mostraram que a 

administração dos extratos da Amburana cearensis resultou em ações analgésica, anti-

inflamatória, broncodilatadoras e neuroprotetoras em roedores (LEAL et al., 2003, 2009; 

LOPES et al., 2013; PIERDONÁ et al., 2014). Tais efeitos devem-se à presença dos compostos 

químicos como a cumarina, o isocampferídio, os amburosídeo A e B, dentre outros (BRAVO 

et al., 1999; CANUTO, 2002; LEAL et al., 2003). 

A Dipteryx odorata, pertencente à família da Fabacea, outra espécie arbórea de 

destaque encontrada nas regiões Norte, Centro-Oeste e Nordeste do Brasil, conhecida 

popularmente como “cumaru-ferro” no Acre e no Pará; “cumaru-do-amazonas” ou “cumaru-

da-folha-grande”, no Amazonas; no Maranhão é conhecido como “cumari” e, nos estados de 

Mato Grosso, Pernambuco e Rondônia, apenas como “cumaru” (CARVALHO, 2009). 

Internacionalmente, as sementes da Dipteryx odorata também são conhecidas como Tonka 

Beans (Fava tonka) (CARVALHO; LIMA; CARDOSO, 2019; CARVALHO et al., 2020).  

As cascas do cumaru-do-amazonas são utilizadas para a confecção de um xarope 

utilizado popularmente para o tratamento da tosse, gripes e resfriados, bem como outras 

desordens pulmonares (CARVALHO, 2009). Além disso, é empregada pela população 

feminina do Brasil para prevenir os desagradáveis sintomas da menopausa (RODRIGUES et 

al., 2018). As sementes do cumaru-do-amazonas quando maceradas em água são utilizadas 

como antiespasmódico, diaforético e contra problemas cardíacos e menstruais. Os frutos usados 

topicamente são eficazes no alívio da inflamação de ouvidos e úlcera bucal (DI STASI; 

HIRUMALIMA, 2002; RÊGO et al., 2017). 

A Dipteryx odorata apresenta como composto majoritário a cumarina, além de 

isoflavonas (VOGEL, 1820; JANG et al., 2003; JANUÁRIO et al., 2005). Foi demonstrado 

que a utilização do óleo da Dipteryx odorata apresentou efeito fungistático superior ao efeito 

do Itraconazol (DIAS, 2019). Além disso, apresenta potencial para quimioprevenção do câncer 

(JANG et al., 2003).  

Devido ao grande potencial terapêutico da J. pectoralis e da Amburana cearensis, no 

Brasil, estas plantas já são produzidas e distribuídas como xarope para o tratamento da asma e 

bronquite, através do programa Farmácias Vivas, um programa multidisciplinar criado pela 
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Universidade do Ceará que estuda, produz e distribui plantas medicinais e fitoterápicos a 

população sem acesso a serviços de saúde (MATOS, 2002; PEREIRA et al., 2015).  

Dada a importância das plantas medicinais e seus diversos usos etnofarmacológicos, são 

fontes ricas de compostos biologicamente ativos que podem ser bases para o desenvolvimento 

de medicamentos. Mais recentemente revisamos que diversos derivados cumarínicos 

apresentam potencial para o tratamento de doenças ósseas líticas, dada a inibição da formação 

e da função de osteoclastos (TAVARES; LIMA, 2021). Considerando que entre as espécies 

botânicas listadas no RENISUS e no projeto Farmácias Vivas, muitas destas plantas apresentam 

cumarinas como compostos majoritários (BRASIL, 2009; MATOS, 2002; PEREIRA et al., 

2015), particularmente, duas cumarinas, a cumarina e a umbeliferona carecem de mais estudos 

no campo da osteoimunologia. 

 

1.3.1 Classes das cumarinas      

 

As cumarinas são compostos pertencentes à família das benzopironas, encontradas em 

várias espécies naturais. Trata-se de um composto que estruturalmente apresenta anéis fundidos 

de benzeno e α-pirona. Observa-se que substituições na estrutura química básica da cumarina 

são capazes de fornecer vários derivados que apresentam diversas propriedades farmacológicas 

(PENTA, 2015). Salienta-se que plantas amplamente utilizadas na medicina popular nordestina, 

para o tratamento de doenças inflamatórias crônicas, como a Amburana cearensis Fr. All. 

(Torresea cearensis) e Justicia pectoralis Jacq., var. stenophylla, Acanthaceae (Chambá), 

possuem a cumarina (1,2-benzopirona) como um dos seus princípios ativos (ALMEIDA et al., 

2010; LEAL; SILVA; VIANA, 2017; LINO et al., 1997; VENÂNCIO et al., 2011). 

Em geral, tais compostos são lactonas do ácido o-hidroxicinâmico, onde a cumarina é o 

representante mais simples, considerado o esqueleto básico de todos os outros derivados. Além 

disso, as cumarinas são categorizadas em seis tipos diferentes, como cumarinas simples, 

furanocumarinas, dihidrofuranocumarinas, piranocumarinas, fenilcumarinas e biscumarinas 

(VENUGUPALA; RASHIMI; ODHAV, 2013). 

As cumarinas simples consistem em vários compostos que podem apresentar diversos 

radicais, como o hidroxi, alcóxi e alquil, dentre outros, como a própria cumarina e a 

umbeliferona. As furanocumarinas apresentam um anel furano condensado ao núcleo 

cumarínico, por exemplo, o psoraleno. As dihidrofuranocumarinas são compostos análogos a 

cumarina que apresentam em sua estrutura química o anel oxaciclobutano, como a felamidina. 

As piranocumarinas são compostos análogos às furanocumarinas, porém apresentam um anel 
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pirano; a seselina é um representante da classe. As fenilcumarinas geralmente apresentam anel 

aromático ligado no núcleo cumarínco, por exemplo, a 3-fenilcumarina, e por fim, as 

biscumarinas, são cumarinas diméricas como o dicumarol (BOURGAUD et al., 2006; 

VENUGUPALA; RASHIMI; ODHAV, 2013). 

As atividades farmacológicas das cumarinas são altamente dependentes de sua estrutura 

molecular central, a qual varia conforme o tipo de cumarina empregada. Assim, a estrutura 

química peculiar e as propriedades físico-químicas do anel oxa-heterocíclico exibidas por esta 

classe são as responsáveis pelas suas ações, devido a ligações aos distintos alvos 

farmacológicos. As cumarinas exibem uma ampla gama de atividades e aplicações biológicas, 

dadas suas fortes interações com aminoácidos carregados positivamente; capacidade de realizar 

ligações polares, decorrentes da presença do grupo lactona e, ainda, as interações não covalentes 

com muitas enzimas e receptores alvos (STEFANACHI et al., 2018). 

A classe das cumarinas exibe, portanto, propriedades farmacológicas interessantes, com 

atividades biológicas úteis em fotoquimioterapia e terapia antitumoral (KANDIL; 

WESTWELL; MCGUIGAN, 2016; MUTHU; SELVARAJ; VAIYAPURI, 2016; ZHU et al., 

2017), como antioxidante (ZHANG et al., 2017), anti-inflamatória (LEAL et al., 1997, 2000), 

antinociceptiva (LEAL et al., 1997, 2000; LIMA et al., 2006), anticoagulante (WADELIUS; 

PIRMOHAMED, 2007) e estimuladores do sistema nervoso central (CHUNHUA et al., 2016). 

 

1.3.2      Cumarina 

 

A cumarina (1,2-benzopirona) foi isolada pela primeira vez em 1820 por Vogel (Figura 

1). Tal composto químico foi encontrado em abundância na fava tonka a semente da Dipteryx 

odorata, popularmente conhecida como cumaru (VOGEL, 1820). A  cumarina pode ser 

encontrada em várias especiarias naturais de uso doméstico, como canela (BLAHOVÁ; 

SVOBODOVÁ, 2012). Além disso, a cumarina é usada como aditivo na cosmética, 

especialmente em perfumes, sendo relatado que a exposição cutânea em humanos nestes 

produtos é cerca de 0,04 mg/kg (LAKE, 1999). Na indústria farmacêutica a cumarina é utilizada 

no tratamento de problemas venosos e dos vasos linfáticos (JAMAL; CASLEY-SMITH; 

CASLEY-SMITH, 1989; CASLEY-SMITH; MORGAN; PILLER, 1993; CHANG et al., 

1996), e foi utilizada para o tratamento de carcinoma da próstata (MARSHALL et al., 1993). 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Svobodov%26%23x000e1%3B%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22761548
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Figura 1 – Estrutura química da cumarina 

                          

                                Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

O metabolismo da cumarina relaciona-se ao citocromo P450, especialmente pela ação 

da CYP2A6 e CYP2A13, acarretando uma hidroxilação nas posições 7 ou 3 para produzir 

umbeliferona (7-hidroxicoumarina [7-OHC]) ou 3-hidroxicumarina (3-OHC), havendo ainda a 

formação do conjugado de glicuronídeo, na fase II. A saber, o 3-OHC ainda pode sofrer divisão 

do anel formando dois outros produtos, o ácido 0-hidroxifeniláctico e ácido 0-

hidroxifenilacético (SHILLING; CRAMPTON; LONGLAND, 1969; RITSCHEL et al., 1977) 

e o ácido o- cumárico (GASPARETTO et al., 2015). Entretanto, é importante salientar que há 

variações quantitativas no que se refere ao metabolismo deste composto (EGAN et al., 1990; 

WU et al., 2009).  

Assim, foi relatado que o metabolismo da cumarina em camundongos e humanos é 

distinto, visto que no primeiro ocorre a formação dos compostos dos ácidos 0-

hidroxifenilacético e 0-hidroxifenilático, e no segundo a 7-OHC (SHILLING; CRAMPTON, 

LONGLAND, 1969). Mais recentemente, devido às modernas ferramentas bioanalíticas foram 

encontrados mais 12 metabólitos da cumarina na urina humana (LEONART et al., 2017). 

Embora a cumarina apresente efeitos biológicos promissores, tal composto, pode exibir 

efeitos hepatotóxicos, estes que ocorrem possivelmente em virtude da ação de citocromos, 

especialmente o CYP2A6, onde uma ação reduzida do mesmo pode favorecer o 

desenvolvimento de vias metabólicas alternativas da cumarina, estimulando a produção de um 

metabólito citotóxico responsável pela toxicidade desta classe (EGAN et al., 1990; WU et al., 

2009). Todavia, a metabolização difere entre os distintos tipos de camundongos, sendo que a 

dose letal de cumarina para camundongos seria acima de 350mg/kg (ENDELL; SEIDEL, 1978). 

No que tange às vias de administração, esta não afeta, de modo significativo, a meia 

vida biológica da cumarina e da 7-hidroxicumarina-glicuronídeo (7-OHCG), onde a 
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administração pelas vias intravenosa e oral produzem uma meia vida que varia de 1 a 1,5 horas 

(COHEN, 1979). Destaca-se ainda que a cumarina sofre extenso metabolismo de primeira 

passagem para formar 7-OHC (cerca de 97%) e 7-OHCG no intestino, com posterior excreção 

renal. Ademais, alguns autores chegam a considerar a cumarina como um pró-fármaco em 

decorrência da grande formação do metabólito 7-OHC (EGAN et al., 1990). 

Entretanto, é importante salientar que os casos de hepatotoxicidade em humanos são 

variáveis e altamente dependentes do padrão de metabolização, o qual difere entre humanos e 

roedores. Neste ponto, pode-se inferir que a principal via do metabolismo hepático da cumarina 

em humanos é a 7-hidroxilação, altamente dependente da CYP2A6 e a via secundária é o 

metabolismo do anel de lactona formando o metabólito 3,4-epóxido de cumarina, considerado 

hepatóxico, sendo catalisada predominantemente pelas enzimas CYP1A e CYP2E (BORN et 

al., 2002), esta é a via observada prevalentemente em roedores (LAKE et al.,1994).  A 

formação do epóxido de cumarina não é catalisada pela enzima epóxido hidrolase, desse modo, 

existem dois destinos possíveis para o 3,4-epóxido de cumarina, ele pode ser conjugado com 

GSH ou pode formar o-hidroxifenilacetaldeído (o-HPA), o-hidroxifeniletanol (o-HPE) ou o-

hidroxifenilacético (o-HPAA), este último é resultado da oxidação adicional na molécula de o-

HPA, sendo considerada a via de desintoxicação do aldeído o-HPA. Portanto, extremo cuidado 

deve ser exercido ao correlacionar estudos entre humanos e animais (EGAN et al., 1990). O 

esquema do metabolismo da cumarina pode ser visualizado na figura 2, abaixo. 
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Figura 2 – Metabolismo da cumarina 

 

Fonte: Elaborada pelo autor, baseado em Felter et al., 2006.  

 

A cumarina exibe uma importante ação anti-inflamatória, sendo que esta ação pode estar 

relacionada ao controle da proteólise, ao aumentar a atividade da protease natural de 

macrófagos no local da lesão, reduzindo consequentemente o edema (CASLEY-SMITH, 1992; 

KNIGHT et al., 1989), por isso que tal substância é utilizada na clínica para o tratamento do 

linfedema (CLODIUS; DEAK; PILLER, 1976).  

Ainda ao avaliar o efeito antinociceptivo e antiedematogênico do extrato hidroalcoólico 

(EHA) e da cumarina da Amburana cearensis, Leal e colaboradores (1997) observaram uma 
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redução dose-dependente da nocicepção e aumento do tempo de latência para o estímulo 

térmico e uma inibição significativa do edema induzido por carragenina em ratos.  

Mais recentemente, a atividade antialérgica da cumarina foi avaliada usando um modelo 

de alergia alimentar de camundongo e um modelo in vitro de mastócitos. A cumarina aliviou 

os sintomas alérgicos. Além disso, a cumarina reduziu os níveis de histamina e proteinases de 

mastócitos de camundongo (LIU et al., 2019).  

 

1.3.3 Umbeliferona 

 

A umbeliferona é uma cumarina simples que apresenta um grupamento hidroxila ligado 

na posição 7 do anel aromático da cumarina (Figura 3). É um dos principais metabólitos 

secundários de plantas da família Apiaceae (Umbelíferas), como, Angélica (ZHAO et al., 

2012). 

                  

     Figura 3 – Estrutura química da umbeliferona 

 

                       Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A estrutura química da umbeliferona devido a sua simplicidade dá origem a compostos 

mais complexos, tanto, que a umbeliferona é considerada o composto original das 

furanocumarinas e lineares. A biossíntese da umbeliferona envolve a síntese do ácido cinâmico 

ou hidroxilações para e orto, isomerização trans-cis da ligação dupla e, lactonização 

(MAZIMBA, 2017). 

O metabolismo da umbeliferona sofre extensa glucuronidação e sulfatação, sendo a 

glucuronidação observada extensamente em humanos, macacos e camundongos em modelos 

de hepatócitos, microssomas hepáticos e em frações $9 do fígado (WANG et al., 2005). A 

umbeliferona é excretada em parte como um conjugado ou conjugados, embora um também foi 
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detectada uma pequena quantidade de composto inalterado, sendo observado ainda a presença 

do ácido 2,4-di-hidroxifenilpropiônico na fração não conjugada (INDAHL; SCHELINE, 1971).  

Dentre os diversos derivados cumarínicos, a umbeliferona é a que exibe um número 

importante de atividades farmacológicas, tais como: ação antioxidante (AL-MAJEDY et al., 

2016); analgésica (BARROS et al., 2010); antidiabética (KUMAR et al., 2013); antitumoral 

(MUTHU; SELVARAJ; VAIYAPURI, 2016; VIJAYALAKSHM; SINDHU, 2017); anti-

inflamatória (MUTHU; SELVARAJ; VAIYAPURI, 2016; SIM et al., 2015; YIN et al., 2018), 

dentre outras.  

Condizente com a literatura, o extrato do chambá apresenta atividade anti-inflamatória, 

antinociceptiva e antiespasmódica em modelos de formalina, carragenina e dextrano (LINO et 

al., 1997). De forma similar, Leal et al. (2000) observaram uma grande atividade 

broncodilatadora da J. pectoralis. Além disso, foi demonstrado que a J. pectoralis reduz os 

níveis de IL-1β e TNF-α em condições inflamatórias no sistema respiratório (MOURA et al., 

2017).  

Em relação à inflamação foi demonstrado que umbeliferona consegue reduzir in vivo 

os níveis de TNF-α e IL-6 e aumentar os níveis de IL-10 (SIM et al.,2015), conseguindo  inibir 

por regulação negativa, a expressão de proteínas do grupo de alta mobilidade 1 (HMGB1) e 

receptor Toll-like (TLR4, NF-B e IB) e reduziu o dano oxidativo no fígado, através da 

ativação da via de sinalização induzida pelo fator nuclear derivado de eritróide 2  em um modelo 

de lesão hepática em camundongos diabéticos (YIN et al., 2018).  

 

1.3.4 Cumarinas e metabolismo ósseo 

 

Dada a íntima relação entre processos inflamatórios crônicos e a perda óssea, pelo 

envolvimento de vários mecanismos locais e sistêmicos (ADAMOPOULOS et al., 2018), 

substâncias que apresentam a capacidade de modular estes mecanismos, especialmente 

citocinas inflamatórias tornam-se alvos de estudos na osteoimunologia. 

Neste contexto, em relação à saúde óssea vários estudos envolvendo cumarinas têm 

demonstrado resultados promissores em diferentes metodologias de perda óssea, como:  

induzidas por LPS (KONG et al., 2017; KWAK et al., 2019), por partículas (LV et al., 2016), 

por ovariectomia (HAM et al., 2017; ZHAI et al., 2018), por inoculação de bactérias (DA 

CUNHA et al., 2017), bem como modelo de artrite (HEMSHEKHAR et al., 2013). De modo 

geral, os estudos demonstraram que as cumarinas reduzem a formação de osteoclastos (DA 

CUNHA et al., 2017; HAM et al., 2017; HEMSHEKHAR et al., 2013; KONG et al., 2017; 
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KWAK et al., 2019; LV et al., 2016; ZHAI et al., 2018) e a expressão de RANK e a relação 

RANKL/OPG (KONG et al., 2017).  

Nestes estudos, as cumarinas eficientemente reduziram a expressão de COX-2 

(HEMSHEKHAR et al., 2013), PGE2 (HEMSHEKHAR et al., 2013), IL-1β (HEMSHEKHAR 

et al., 2013), IL-6 (HAM et al., 2017; HEMSHEKHAR et al., 2013; KONG et al., 2017; LV et 

al., 2016;) e TNF-α (HEMSHEKHAR et al., 2013; KONG et al., 2017; LV et al., 2016) e ainda 

diminuíram a presença de espécies reativas de oxigênio (ERO) (HEMSHEKHAR et al., 2013), 

condizente com a redução da reabsorção óssea (DA CUNHA et al., 2017; HAM et al., 2017; 

HEMSHEKHAR et al., 2013; KONG et al., 2017; KWAK et al., 2019; LV et al., 2016; ZHAI 

et al., 2018).  

A relação estrutura-atividade pode desempenhar um papel importante para os efeitos 

farmacológicos envolvidos na osteoclastogênese e reabsorção óssea em decorrência dos 

padrões de substituição na estrutura química das cumarinas (STEFANACHI et al., 2018). Por 

exemplo, a presença do grupo 8-prenil da molécula do osthole (um cumarina) está relacionado 

com efeitos antiosteoclastogênicos e antirreabsortivos ósseos mais potentes quando comparado 

à 7-metoxicumarina, que não contém o grupo 8-prenil (ZHAI et al., 2014). Assim, tendo em 

vista que a cumarina é considerada a estrutura química “mãe” para todos os seus derivados e 

apresenta importantes efeitos anti-inflamatórios (LEAL et al., 2000, 2003), o estudo desta 

substância em um modelo de perda óssea inflamatória pode auxiliar para uma melhor 

compreensão da relação estrutura-atividade visto que poucos são os relatos sobre o seu 

potencial antirreabsortivo ósseo. Em relação à umbeliferona, esta cumarina é um dos principais 

derivados da 1,2 benzopirona, sendo capaz de reduzir marcadores inflamatórios (OUYANG et 

al., 2019) e ósseos (KWAK et al., 2019), contudo, na periodontite os trabalhos são escassos.  

A periodontite é caracterizada por um processo inflamatório maciço mediado 

especialmente por citocinas, culminando em perda óssea alveolar. Apesar da literatura 

demonstrar que as cumarinas potencialmente afetem o metabolismo ósseo, não existe um 

consenso quanto a seu uso em doenças ósseas líticas, em virtude da pouca compreensão de 

mecanismos intrínsecos das cumarinas nesse campo.  Neste contexto, a investigação dos efeitos 

da cumarina e da umbeliferona, dois metabólitos secundários encontrados em várias espécies 

do bioma brasileiro, em um modelo de perda óssea induzida por ligadura, pode nos trazer 

maiores esclarecimentos acerca desse potencial terapêutico na periodontite.  
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2 PROPOSIÇÃO  

 

2.1 Geral 

 

Avaliar os efeitos anti-inflamatório e antirreabsortivo da cumarina e da umbeliferona na 

periodontite em camundongos. 

 

2.2 Específicos  

 

● Avaliação dos efeitos da cumarina e da umbeliferona nos tecidos periodontais quanto à 

reabsorção óssea alveolar por meio de macroscopia, à histomorfometria e à expressão 

de TRAP.  

● Avaliação dos efeitos da cumarina e da umbeliferona nos tecidos gengivais quanto à 

inflamação por meio da presença neutrofílica e quantificação de citocina pró-

inflamatória. 

● Análise da repercussão sistêmica da cumarina e da umbeliferona em níveis hepáticos, 

renais e massa corpórea de animais com periodontite. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Tipo de estudo e animais 

 

A presente pesquisa trata-se de um estudo experimental in vivo (FERREIRA; 

FERREIRA, 2003). Para tal, foram utilizados 224 camundongos Swiss, machos, com peso 

médio de 20-25 g, fornecidos pelo Biotério Central do Campus do Pici-UFC, e mantidos no 

Biotério Setorial do Campus Porangabuçu - Prof. Eduardo Augusto Torres da Silva, vinculado 

ao Departamento de Fisiologia e Farmacologia da FAMED. Os animais foram mantidos em 

gaiolas apropriadas, em número máximo de seis animais em cada uma delas, sob as mesmas 

condições ambientais com controles de ciclos claro/escuro e térmico adequados. Os 

camundongos receberam água e ração comercial balanceada à vontade durante todo o 

experimento.  

Os protocolos experimentais foram executados seguindo as recomendações de criação 

e de uso de animais para ensino e pesquisa científica contidas na lei 11.794, de 8 de outubro de 

2008 (Lei Arouca). Todos os esforços foram envidados no sentido de se reduzir ao mínimo 

necessário o número de animais e o sofrimento dos mesmos. Para tanto, os protocolos de 

execução foram submetidos e aprovados à Comissão de Ética para Uso de Animais (CEUA) da 

UFC sob número de protocolo nº 9597020519 (ANEXO I). 

 

3.2 Fármacos utilizados  

 

3.2.1 Cumarina e Umbeliferona 

 

Foram utilizadas a cumarina (1,2-benzopirona), pureza ≥99% (HPLC), lote 

(SLCC5853), e a umbeliferona (7-hidróxicumarina), pureza 99% (HPLC), lote (BCBZ4431), 

ambas adquiridas junto à Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA.  Informações mais 

detalhadas das substâncias utilizadas podem ser observadas no quadro 1 a seguir: 
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Quadro 1 - Especificações técnicas da cumarina e umbeliferona 

 Cumarina Umbeliferona 

Fórmula Empírica C9H6O2 C9H6O3 

Peso molecular 146,14 162,14 

Número CAS  91-64-5 93-35-6 

 Fonte: https://www.sigmaaldrich.com/brazil.html (Acesso em: 27 de janeiro de 2021). 

 

3.3 Protocolo experimental  

 

3.3.1 Modelo de periodontite induzida por ligadura em camundongos  

 

Foi utilizado o modelo de indução de periodontite por ligadura em camundongos. A 

escolha destes animais foi decorrente das semelhanças anatômicas e histológicas a molares de 

seres humanos, compatível com a boa reprodutibilidade da doença periodontal (OZ; PULEO, 

2011; ABE; HAJISHENGALLIS, 2013).  

A ligadura foi realizada através da inserção de um fio de sutura de algodão com poliéster 

4-0, 15 x 45 cm (Point suture do Brasil Ltda., Fortaleza, CE, Brasil) em torno do 1º molar 

inferior direito de camundongos (OLIVEIRA et al., 2019) previamente anestesiados com 

cloridrato de xilazina (Xilazin, Syntec®, Hortolândia, SP, Brasil) e cloridrato de cetamina 

(Cetamin, Syntec®, Hortolândia, SP, Brasil) nas dosagens de 10 mg/kg e 90 mg/kg, 

respectivamente, por via intramuscular (CANDEO et al., 2017). Previamente à passagem do 

fio, um espaçador endodôntico digital 25 mm foi utilizado nos espaços interproximais distais 

dos 1 molares inferiores (Figura 4A). Logo em seguida, o fio foi passado (Figura 4B) e com o 

auxílio de pinças anatômicas foi realizado um nó (Figura 4C), deixando o nó voltado para a 

face mésio-vestibular da cavidade oral do animal (Figura 4D). O fio permaneceu por 7 dias 

(OLIVEIRA et al., 2019), quando então os animais foram eutanasiados para as coletas de 

tecidos e fluidos para análises posteriores (Figura 5). 
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Figura 4 – Protocolo de indução da periodontite em camundongos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Uso do espaçador endodôntico como guia nos espaços interproximais (A). Passagem do fio de sutura de 

algodão com poliéster 4-0 (B).  Nó voltado para a face mésio-vestibular do primeiro molar inferior (C). Ligadura 

finalizada (D). [Elaborado pelo autor] 
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   Figura 5 – Esquema do protocolo experimental

 

Legenda: No dia 0, os animais tiveram suas massas corpóreas mensuradas, seguidas da administração de Salina 

0,9%, cumarina (CUM) ou umbeliferona (UMB). Após 30 minutos os animais foram anestesiados e a periodontite 

foi induzida por ligadura. No 7º dia, os animais foram eutanasiados e a gengiva, mandíbula, fígado, coração, baço 

e rim foram removidos para análises posteriores. Ainda foram coletadas amostras sanguíneas para dosagens 

bioquímicas. [Elaborado pelo autor - Imagens geradas com o © Biorender 2021]. 

 

3.4 Grupos experimentais  

 

Os animais foram divididos em 7 grupos e seus respectivos subgrupos, com seis a sete 

camundongos cada.  

  

3.4.1 Grupo Naïve 

  

Grupo único constituído por 6 camundongos não submetidos à indução de periodontite. 

Os animais foram acompanhados durante todo o período experimental e eutanasiados ao final 

deste, no 7º dia.  

 

3.4.2 Grupos não tratados 

 

Foram constituídos por hemiarcadas submetidas à ligadura de animais que receberam 

apenas o veículo (solução salina de NaCl 0,09%) administrado por via i.p, previamente à 
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ligadura e, diariamente por mais 6 dias. Esses grupos foram compostos paralelamente a cada 

abordagem farmacológica utilizada, com n=7, por protocolo. 

  

3.4.3 Grupos Cumarina 

 

Foram constituídos por 3 subgrupos de hemiarcadas submetidas à ligadura de animais 

tratados com Cumarina, nas doses de 5; 15 e 45 mg/kg, respectivamente, administrada por via 

i.p, previamente à ligadura, diariamente por mais 6 dias. Esses grupos foram compostos 

paralelamente a cada abordagem farmacológica utilizada, com n=7, por protocolo 

(STEFENOVA et al., 2006). 

  

3.4.4 Grupos Umbeliferona 

 

Foram constituídos por 3 subgrupos de hemiarcadas submetidas à ligadura de animais 

tratados com Umbeliferona, nas doses de 15; 45 e 135 mg/kg, respectivamente, administrada 

por via i.p, previamente à ligadura, diariamente por mais 6 dias.  Esses grupos foram compostos 

paralelamente a cada abordagem farmacológica utilizada, com n=7, por protocolo (KWAK et 

al., 2019; OUYANG et al., 2019). 

 

3.5 Parâmetros de avaliação  

 

Ao término do período experimental, os animais foram eutanasiados conforme descrito 

anteriormente e suas hemiarcadas foram removidas (gengiva e osso) e processadas conforme 

as análises a serem realizadas: macroscópicas, análises histológicas/histomorfometria, 

imunohistoquímica, dosagem da mieloperoxidase de tecido gengival e ensaio de 

imunoabsorção enzimática (ELISA) para citocina pró-inflamatória.  

 

3.5.1 Reabsorção óssea alveolar  

 

Ao final do período experimental (7º dia), os animais foram eutanasiados e suas 

hemiarcadas foram removidas e fixadas em formol (Dinâmica, Diadema, SP, Brasil) a 10%, 

durante 24 horas. A seguir, as hemiarcadas foram dissecadas e coradas com azul de metileno a 

1% com o objetivo de discriminar o osso dos dentes, os quais se coram em menor intensidade 

(LIMA et al., 2000; 2004). Para a quantificação da reabsorção óssea, as duas hemiarcadas foram 
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acomodadas em massa de modelar em lâminas e posteriormente foram fotografadas em 

microscópio digital modelo CIF.26445 (Gastaki, Brasil) conforme descrição feita por Lima et 

al. (2000). A seguir, as áreas linguais e vestibulares compreendidas entre a junção cemento-

esmalte (JCE) e a crista óssea alveolar (COA) dos 3 dentes molares (KUHR et al., 2004) dos 

animais (Figura 6) foram analisadas utilizando-se o software Image JTM (ImageJ 1.32j, National 

Institute of Health; EUA). Os resultados encontrados foram expressos como a reabsorção óssea 

alveolar (em mm2). 

 

Figura 6 – Ilustração da mensuração da área compreendida entre a junção cemento-esmalte 

(JCE) e a crista óssea alveolar (COA) dos molares em camundongos 

 

Legenda: Aspectos macroscópicos das hemiarcadas contralaterais não submetidas (A) e submetidas à periodontite 

induzida por ligadura durante 7 dias (B), e respectivos delineamentos das áreas de reabsorção óssea alveolar 

(ROA). [Elaborado pelo autor] 

 

3.5.2 Dosagem da mieloperoxidase de tecido gengival  

 

Amostras do tecido gengival subjacente à área desafiada foram removidas 

delicadamente das hemiarcadas direita e esquerda, assim como das hemiarcadas do grupo naïve. 

Os tecidos foram mantidos em freezer -80ºC, posteriormente homogeneizados e processados 

para a análise da atividade da mieloperoxidase, enzima abundante nos grânulos azurófilos dos 

neutrófilos.  

Para tal, foi seguido o protocolo conforme metodologia adaptada por Lima et al. (2005). 

O tecido gengival foi pesado e triturado com o auxílio de pistilo e cadinho, sob resfriamento 

com gelo, em uma solução de pH 4,7, contendo NaCl (100mM [p/v]), EDTA (15mM [p/v]); 
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NaPO4 (20mM [p/v]) (Dinâmica, Diadema, SP, Brasil), o homogenato foi centrifugado a 4°C 

durante 15 min, a 3000 rpm. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C para o ELISA. 

O pellet foi, então, ressuspendido em solução hipotônica contendo 900µl de NaCl a 0,2% (p/v); 

900µl NaCl a 1,6% (p/v); 900 µl de glicose a 5% (p/v) e novamente centrifugado a 4°C durante 

15min, a 3000rpm. O pellet final foi ressuspendido em uma solução de pH 5,4, contendo NaPO4 

a 50mM (p/v) e brometo de hexadeciltrimetilamônio (H-TAB) sólido (Sigma-Aldrich, St Louis, 

Missouri, USA), homogeneizado e centrifugado novamente a 4°C durante 15 min, 10.000 rpm. 

O sobrenadante foi usado para o ensaio de MPO usando 1,6mM de tetrametilbenzidina (Sigma-

Aldrich, St Louis, Missouri, USA) e H2O2 (0,5mM), e a concentração de MPO foi determinada 

por meio da medição da mudança da absorbância a 450nm. Os valores foram expressos em 

quantidade de atividade de MPO por miligrama de gengiva em comparação à curva padrão de 

neutrófilos, obtidos a partir da cavidade peritoneal de ratos através da indução da migração 

neutrofílica pela injeção intraperitoneal de carragenina (300µg por animal), perfazendo uma 

curva padrão relacionando um número de neutrófilos maior que 90%.  

 

3.5.3 Histologia/histomorfometria 

 

As análises microscópicas foram realizadas, repetindo-se o mesmo protocolo de indução 

da perda óssea. Os grupos de animais foram eutanasiados e suas hemiarcadas foram removidas 

e fixadas em formol a 10%, por 24 horas. A seguir, foram submetidas à desmineralização em 

uma solução de pH 7,0, contendo EDTA (Dinâmica, Diadema, SP, Brasil) a 10%, por 

aproximadamente 50 dias. Posteriormente, as hemiarcadas foram neutralizadas em banho de 

água corrente por 24 horas, e processadas para inclusão em parafina. Em seguida, foram feitos 

cortes seriados de 4μm e as lâminas obtidas foram coradas pelo método Hematoxilina-Eosina 

(H&E).  

Para a mensuração da área de furca foi considerada a área do ligamento periodontal na 

furca do primeiro molar inferior direito, considerando a área compreendida entre o teto da furca 

e osso alveolar, conforme descrito Luo et al. (2014).  As fotomicrografias foram obtidas com 

microscópio óptico DM2000, Leica®, Alemanha, (100x e 200x) acoplado à câmera digital 

(DFC295, Leica®, Wetzlar, Alemanha) e analisadas com o software Nikon Infinity AnalyzeTM.  
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3.5.4 Análise da quantificação de IL-1β  

 

Para o ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA), o tecido gengival subjacente à 

área desafiada, na hemiarcada direita, assim como da hemiarcada do grupo naïve foram 

removidos delicadamente. O sobrenadante coletado na primeira etapa do ensaio para MPO foi 

utilizado. O kit utilizado foi o IL-1β/IL-1F2 (DY401) DuoSet® ELISA, obtidos da R&D 

Systems (Minneapolis, MN, USA).  

Placas de 96 poços foram incubadas com o anticorpo primário anti-IL-1β diluído em 

PBS (1:1000), durante 12h a 4°C (overnight). Posteriormente, as placas foram lavadas em 

solução tampão PBS e bloqueadas com uma solução de BSA 1% (Sigma-Aldrich, St Louis, 

Missouri, USA), durante 1h a 4°C. Em seguida, as placas foram lavadas em solução tampão 

PBS para aplicação das amostras e realização da curva padrão que ocorreu em várias diluições, 

em seguida incubou-se por 2h a 4ºC. Novamente, as placas foram lavadas três vezes como 

descrito anteriormente e incubadas com anticorpo monoclonal biotinilado anti-IL-1β diluído 

em BSA a 1% (1:1000), durante 2h em temperatura ambiente, após uma nova lavagem, as 

amostras receberão 100μL do complexo HRP-estreptavidina diluído 1:200. Esperou-se 20 

minutos, e então aplicou-se o reagente de cor o-fenilenodiamina (OPD, 50μL), as placas foram 

incubadas na ausência de luz a 37 ºC, por 15 a 20 minutos. A reação enzimática foi interrompida 

com H2SO4 (2N) e a densidade óptica foi medida a 450nm em espectrofotômetro.       

Por fim, as concentrações das citocinas foram calculadas a partir de uma curva padrão 

com 11 pontos, obtida através de diluição seriada, considerando como concentrações iniciais 

4000pg/mL. O resultado foi expresso em picograma de citocinas por miligrama de tecido 

(CUNHA et al., 1993). 

 

3.5.5 Imunohistoquímica 

 

As hemiarcadas processadas para inclusão em parafina para a 

histologia/histomorfometria foram utilizadas para as imunomarcações de TRAP, para o qual foi 

utilizado anticorpo primário anti-TRAP (sc 30833 – Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

CA) para a mensuração. 

Para tal, os cortes foram desparafinados e hidratados em xilol, álcool 95%, 85% e 70% 

(Dinâmica, Diadema, SP, Brasil) e água destilada. Posteriormente foi realizada a recuperação 

antigênica em solução tamponada 0,1M (tampão de citrato, pH 6,4) sob aquecimento a 60°C, 

por 30 minutos. Após o resfriamento em temperatura ambiente, as amostras foram incubadas 
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em peróxido de hidrogênio a 3% por 20 minutos, sendo intercaladas por lavagens com solução 

tamponada de fosfato 10% (PBS). Em seguida, as amostras foram incubadas em BSA 5% por 

30 minutos e lavadas com PBS 10%. Posteriormente o anticorpo primário (anti-TRAP [1:200]) 

foi incorporado overnight e após essa etapa as amostras foram lavadas com PBS 10% e 

incubadas com anticorpo biotinilado anti-IgG (secundário) por 30 minutos, à temperatura de 

22°C a 25°C (GUIMARÃES et al., 2016). 

A revelação da reação se deu através de uma coloração utilizando o cromógeno 3,3 

diaminobenzidina DAB/peróxido, após lavagem com PBS. A reação foi interrompida em água 

destilada e as lâminas foram contra-coradas por hematoxilina de Harris à temperatura ambiente, 

durante 1 minuto. Salienta-se que os controles negativos foram processados simultaneamente, 

seguindo a mesma descrição, sendo que estes não mostraram imunorreatividade para TRAP. 

Finalmente as amostras foram desidratadas em álcoois, clareadas em xilol e foram montadas 

nas lâminas/lamínulas para a quantificação (GUIMARÃES et al., 2016). 

A quantificação de células positivas foi expressa como o número de células 

imunorreativas por campo (5) no aumento de 400x, expresso como células TRAP+, por campo. 

Para tal, as fotomicrografias foram obtidas com microscópio óptico DM2000, Leica®, 

Alemanha, (200x e 400x) acoplado à câmera digital (DFC295, Leica®, Wetzlar, Alemanha) e 

analisadas com o software Nikon Infinity AnalyzeTM.   

 

3.5.6 Análises dos parâmetros sistêmicos 

 

Para verificação das condições sistêmicas, no 7º dia amostras sanguíneas foram 

coletadas pelo plexo orbital dos animais sob anestesia e reservadas para as subsequentes 

análises bioquímicas. Para a avaliação das funções hepática e renal foram feitas dosagens 

séricas de transaminases hepáticas aspartato aminotransferase (AST) e alanina 

aminotransferase (ALT), ureia e creatinina, respectivamente, utilizando-se kits apropriados 

(Labtest®). Esses dados foram comparados aos pesos úmidos do fígado e dos rins em relação 

às respectivas massas corporais dos animais no 7º dia. Os valores de massas corporais dos 

animais foram registrados antes da ligadura e, diariamente, até o 7º dia e expressos como 

variação de massa corporal em relação ao dia zero. 

 

 

 

 



45 
 

  

3.5.7 Análises Estatísticas  

 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média. O número de animais 

por grupo, independente do protocolo, foi calculado a fim de se detectar diferença entre os 

grupos de 10% com poder de 90%, e um nível de significância p<0,05. 

Segundo a normalidade, para dados paramétricos foi realizada análise de Variância 

(Anova) seguida pelo teste de Bonferroni. Para dados não paramétricos foram realizados 

Kruskal Wallis e Dunn. Para tais análises foi utilizado o software GraphPad Prism® (San 

Diego, CA, EUA), versão 9.2 para macOS, 2021.  
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4 RESULTADOS  

 

4.1 Aspectos macroscópicos do efeito da cumarina na reabsorção óssea alveolar 

 

A ligadura no primeiro molar inferior direito, durante 7 dias, induziu ROA de 224%, 

caracterizada por exposições radiculares e lesões de furca nas hemiarcadas dos animais do 

grupo salina em comparação ao naïve (p<0,05). A cumarina (CUM), nas doses de 5, 15 e 45 

mg/kg, i.p, reduziu a ROA, de maneira significante (p<0,05), em 28%, 25% e 22% 

respectivamente (Figura 7 e 8). 

 

Figura 7 – Efeito da cumarina na reabsorção óssea alveolar em camundongos 
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Legenda: A periodontite foi induzida por ligadura no molar inferior direito.  Os animais receberam salina ou 

cumarina (CUM 5, 15 e 45 mg/kg, i.p) diariamente durante 7 dias. Os valores representam a média ± erro padrão 

da média (6-7 animais por grupo). [Os dados foram analisados por meio de análise de variância (Anova) e teste de 

Bonferroni]. #p<0,05 em relação ao naïve. *p<0,05 em relação ao grupo salina. [Elaborado pelo autor] 
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Figura 8 – Aspecto macroscópico do efeito da cumarina na reabsorção óssea alveolar em 

camundongos 

 

Legenda: Desenho esquemático ilustrando aspectos anatômicos do periodonto mandibular da face vestibular de 

camundongos (A) – Coroa de esmalte [ce], furca [f], junção cemento esmalte [jce], osso alveolar [oa], cemento [c] 

e raiz [r]. Aspectos macroscópicos das hemiarcadas não submetidas (B) e submetidas à periodontite induzida por 

ligadura em animais que receberam solução salina (C) e cumarina nas dosagens de 5, 15 e 45 mg/kg (D, E e F), 

respectivamente. [Elaborado pelo autor] 
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4.2 Efeito da cumarina sobre a atividade de mieloperoxidase (MPO) em tecido gengival 

  

Observou-se que a ligadura durante 7 dias aumentou significantemente a atividade de 

MPO em aproximadamente 168% nos animais do grupo salina (p<0,05) quando comparados 

aos do grupo naïve. O tratamento com CUM (5 mg/kg, i.p) reduziu os níveis de MPO em 71,6% 

(p<0,05), enquanto as demais doses de CUM (15 e 45 mg/kg, i.p) não foram capazes de prevenir 

o aumento de MPO (p>0,05) em comparação com os animais do grupo salina. Os dados podem 

ser observados na figura 9, a seguir. 

 

Figura 9 – Efeitos da cumarina sobre a atividade de MPO em tecido gengival em camundongos 
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Legenda: A periodontite foi induzida por ligadura no molar inferior direito. O grupo naïve, salina, cumarina (CUM) 

5, 15 e 45 mg/kg, i.p foram eutanasiados no dia 7. Os valores representam a média ± erro padrão da média (6-7 

animais por grupo). [Os dados foram analisados por meio de análise de variância (Anova) e teste de Bonferroni]. 

#p<0,05 em relação ao naïve. *p<0,05 em relação ao grupo salina. [Elaborado pelo autor] 

 

4.3 Efeito da cumarina sobre os níveis de IL-1β em tecido gengival 

 

Quanto aos níveis de IL-1β, os animais do grupo salina, onde a periodontite foi induzida 

por ligadura durante 7 dias apresentaram aumento significante da IL-1β cerca de 883% em 

comparação aos animais do grupo naïve. Exceto, para a maior dose, o tratamento com CUM (5 
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e 15mg/kg, i.p) reduziu de forma significante os níveis de IL-1β gengival (p<0,05), em 62,6% 

e 53% respectivamente. Os dados podem ser observados na figura 10, a seguir. 

 

 

Figura 10 – Efeitos da cumarina sobre os níveis de IL-1β em tecido gengival em camundongos 
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Legenda: A periodontite foi induzida por ligadura no molar inferior direito. O grupo naïve, salina, cumarina (CUM) 

5, 15 e 45 mg/kg, i.p foram eutanasiados no dia 7. Os valores representam a média ± erro padrão da média (6-7 

animais por grupo). [Os dados foram analisados por meio de análise de variância (Anova) e teste de Bonferroni]. 

#p<0,05 em relação ao naïve. *p<0,05 em relação ao grupo salina. [Elaborado pelo autor] 

 

4.4 Efeitos sistêmicos da cumarina  

 

Para avaliação das funções hepáticas e renais, o fígado e um rim foram removidos, 

pesados e correlacionados com as respectivas massas corporais dos animais no último dia 

experimental e expressos como índice do respectivo órgão, além de realizadas dosagens séricas 

de AST, ALT, ureia e creatinina. Não foram observadas alterações significantes entre os grupos 

submetidos a periodontite (Salina) para os índices hepático e renal em comparação aos animais 

naïve (p>0,05). Os dados podem ser visualizados na tabela 1.  

Em relação à função renal, nenhuma das doses de CUM causou quaisquer alterações no 

índice renal ou nas dosagens bioquímicas (p>0,05). Quanto à função hepática, observou-se que 

o tratamento com a CUM (5, 15 e 45 mg/kg, i.p), embora não tenha alterado o peso úmido do 

fígado quando comparado aos valores dos animais Salina ou naïve (p>0,05), as maiores doses 
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aumentaram, de maneira significante e dose-dependente, os níveis de ALT em 100% e 255%, 

respectivamente, em comparação ao Salina, ou em 201% e 434%, respectivamente, em relação 

ao naïve. Particularmente a dose de CUM 45mg/kg, i.p elevou os níveis de AST em 31%, 

quando comparado aos animais naïve (p<0,05) (tabela 1). 

Quanto ao peso dos animais, a indução da periodontite causou perda significante de 

massa corpórea no primeiro dia pós ligadura (p<0,05) quando comparados aos animais naïve, 

o tratamento com a CUM (5, 15 e 45 mg/kg, i.p) não alterou, de forma significante, a variação 

de massa corporal induzida pela ligadura, quando comparada ao grupo de animais Salina 

(p>0,05). O gráfico da variação da massa corporal pode ser observado na figura 11.  
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Tabela 1 – Efeitos da cumarina sobre os parâmetros sistêmicos de camundongos submetidos à ligadura durante 7 dias 

Parâmetros 
Naïve 

Periodontite 

Salina CUM 5 mg/kg CUM 15 mg/kg CUM 45 mg/kg 

Índice hepático (x10³) 49,65±0,8180 50,9±2,208 49,22±1,480 52,31±1,678 53,4±0,7789 

ALT (U/L) 16,73±7,599 25,15±3,822 11,38±3,534 50,39±2,966#*& 89,43±9,547#*&§ 

AST (U/L) 94,95±6,453 119,6±8,023 83,80±10,17 107,0±9,202 124,2±8,434#& 

Índice renal (x10³) 7,9±0,5212 8,433±0,3801 8,317±0,1973 8,886±0,2154 8,171±0,1936 

Ureia (mg/dL) (x10³) 10,75± 0,8539 11,83± 0,4014 10,33± 0,9888 9,8± 0,3742 11,29± 0,4738 

Creatinina (mg/dL) 1,000±0,208 0,9600±0,133 1,025±0,035 0,8694±0,006 1,154±0,040 

 

Legenda: A periodontite foi induzida por ligadura nos molares inferiores durante 7 dias.  O grupo naïve, salina, cumarina (CUM) 5, 15 e 45 mg/kg, i.p foram avaliados no dia 

7. Os valores representam a média ± erro padrão da média (6-7 animais por grupo) dos níveis séricos das transaminases alanina aminotransferase (ALT) e aspartato 

aminotransferase (AST) e índices de fígado e rim, calculado como a relação entre o peso úmido do órgão e a massa corporal do animal do 7º dia. [Os dados foram analisados 

por meio de análise de variância (Anova) e teste de Bonferroni]. #p<0,05 em relação ao naïve. *p<0,05 em relação ao salina. &p<0,05 em relação ao grupo CUM 5. §p<0,05 em 

relação ao grupo CUM 15.
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Figura 11 – Efeitos da cumarina na variação de massa corpórea de camundongos submetidos 

a periodontite durante 7 dias 
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Legenda: A periodontite foi induzida por ligadura no molar inferior direito. O grupo naïve, salina, cumarina (CUM) 

5, 15 e 45 mg/kg, i.p foram eutanasiados no dia 7. Os valores representam a média ± erro padrão da média (6-7 

animais por grupo). [Os dados foram analisados por meio de análise de variância (Anova) e teste de Bonferroni]. 

#
p<0,05 em relação ao naïve. [Elaborado pelo autor] 
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4.5 Aspectos macroscópicos do efeito da umbeliferona na reabsorção óssea alveolar      

 

A ligadura no primeiro molar inferior direito, durante 7 dias, induziu ROA de 256%, 

caracterizada por exposições radiculares e lesões de furca nos animais do grupo salina, quando 

comparada ao naïve (p<0,05). A umbeliferona (UMB), nas doses de 15, 45 e 135 mg/kg, i.p 

reduziu a ROA em 25%, 33% e 25% (p<0,05), respectivamente (p>0,05) (Figura 12 e 13). 

 

Figura 12 – Efeito da umbeliferona na reabsorção óssea alveolar em camundongos 
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Legenda: A periodontite foi induzida por ligadura no molar inferior direito. Os animais receberam salina ou 

umbeliferona (UMB 15, 45 e 135mg/kg, i.p) diariamente durante 7 dias. Os valores representam a média ± erro 

padrão da média (6-7 animais por grupo). [Os dados foram analisados por meio de análise de variância (Anova) e 

teste de Bonferroni]. #p<0,05 em relação ao naïve. *p<0,05 em relação ao grupo salina. [Elaborado pelo autor] 
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Figura 13 – Aspectos macroscópicos do efeito da umbeliferona na reabsorção óssea alveolar 

em camundongos 

 

 

Legenda: Desenho esquemático ilustrando aspectos anatômicos do periodonto mandibular da face vestibular de 

camundongos (A) – Coroa de esmalte [ce], furca [f], junção cemento esmalte [jce], osso alveolar [oa], cemento [c] 

e raiz [r]. Aspectos macroscópicos das hemiarcadas não submetidas (B) e submetidas à periodontite induzida por 

ligadura em animais que receberam, por via i.p, solução salina (C) e umbeliferona nas dosagens de 15, 45 e 135 

mg/kg (D, E e F). [Elaborado pelo autor] 
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4.6 Efeitos da umbeliferona sobre os aspectos microscópicos da reabsorção óssea alveolar 

 

A análise histométrica demonstrou que a ligadura durante 7 dias provocou lesão de furca 

em 219% nos animais do grupo salina em relação ao grupo naïve (p<0,05). O tratamento com 

UMB na maior dose reduziu a lesão de furca em 31% (p<0,05). Os dados podem ser 

visualizados nas figuras 14 e 15.  

 

Figura 14 – Efeitos da umbeliferona sobre os aspectos microscópicos do periodonto de 

camundongos submetidos à ligadura durante 7 dias  
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Legenda: A periodontite foi induzida por ligadura no molar inferior direito.  O grupo naïve, salina, umbeliferona 

(UMB) 15, 45 e 135 mg/kg, i.p foram eutanasiados no dia 7. Os valores representam a média ± erro padrão da 

média (6-7 animais por grupo). [Os dados foram analisados por meio de análise de variância (Anova) e teste de 

Bonferroni]. #p<0,05 em relação ao naïve. *p<0,05 em relação ao grupo salina. [Elaborado pelo autor] 
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Figura 15 – Fotomicrografias do periodonto íntegro e submetidos à ligadura durante 7 dias em 

camundongos  

 

Legenda: A periodontite foi induzida por ligadura no molar inferior direito durante 7 dias.  Periodonto de 

camundongos naïve (A e D), após 7 dias de ligadura tratados com salina (B e E) ou umbeliferona (UMB) 135 

mg/kg (C e F). Áreas de furca (f; em amarelo) e osso alveolar interproximal(oa; em amarelo); cemento (c); dentina 

(d), gengiva (g), ligamento periodontal (lp), osso alveolar (oa) e infiltrado inflamatório (*). Coloração de 

hematoxilina-eosina; 100x e 40x, respectivamente; barras= 100 ou 200 μm. [Elaborado pelo autor] 
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4.7 Efeito da umbeliferona sobre a atividade de mieloperoxidase (MPO) em tecido 

gengival 

  

Em conformidade com os achados histopatológicos, na qual os tecidos gengivais de 

hemiarcadas dos animais do grupo salina apresentam intenso infiltrado inflamatório em relação 

aos do grupo naïve. Aqui, observou-se que a ligadura durante 7 dias resultou na elevação 

significante da atividade de MPO em aproximadamente 237% nos animais do grupo salina 

(p<0,05) quando comparados aos do grupo naïve. O tratamento com UMB (15, 45 e 135mg/kg, 

i.p), reduziu de forma significante a atividade de MPO (p<0,05) em 71%, 76% e 77%, 

respectivamente. Os dados podem ser observados na figura 16, a seguir. 

 

Figura 16 – Efeitos da umbeliferona sobre a atividade de MPO em tecido gengival em 

camundongos 
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Legenda: A periodontite foi induzida por ligadura no molar inferior direito. O grupo naïve, salina, umbeliferona 

(UMB) 15, 45 e 135mg/kg, i.p foram eutanasiados no dia 7. Os valores representam a média ± erro padrão da 

média (6-7 animais por grupo). [Os dados foram analisados por meio de análise de variância (Anova) e teste de 

Bonferroni]. 
#
p<0,05 em relação ao naïve. *p<0,05 em relação ao grupo salina. [Elaborado pelo autor] 
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4.8 Efeito da umbeliferona sobre os níveis de IL-1β em tecido gengival 

 

Quanto aos níveis de IL-1β, os animais do grupo salina onde a periodontite foi induzida 

por ligadura durante 7 dias apresentaram intenso aumento da IL-1β, cerca de 883% em 

comparação aos animais do grupo naïve. O tratamento com UMB (15, 45 e 135mg/kg, i.p), 

reduziu de forma significante os níveis de IL-1β gengival (p<0,05) em 54%, 78% e 50%, 

respectivamente. Os dados podem ser observados na figura 17, a seguir. 

 

Figura 17 – Efeitos da umbeliferona sobre os níveis de IL-1β em tecido gengival em 

camundongos  
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Legenda: A periodontite foi induzida por ligadura no molar inferior direito. O grupo naïve, salina, umbeliferona 

(UMB) 15, 45 e 135 mg/kg, i.p foram eutanasiados no dia 7. Os valores representam a média ± erro padrão da 

média (6-7 animais por grupo). [Os dados foram analisados por meio de análise de variância (Anova) e teste de 

Bonferroni]. 
#
p<0,05 em relação ao naïve. *p<0,05 em relação ao grupo salina. [Elaborado pelo autor] 

 

4.9 Efeito da umbeliferona sobre imunomarcação para TRAP   

 

A imunomarcação para TRAP foi analisada no periodonto de camundongos submetidos 

a periodontite por ligadura durante 7 dias. A permanência da ligadura aumentou em 932% o 

número de células imunocoradas para TRAP nos animais do grupo salina quando comparados 

ao grupo naïve (p<0,05). O tratamento com UMB 135 (mg/kg, i.p) reduziu em 48,4% a 



59 
 

 

imunocoloração para TRAP comparada aos animais do grupo salina (p<0,05). Os dados podem 

ser observados na figura 18 e 19. 

 

Figura 18 – Efeito da umbeliferona sobre a imunomarcação para TRAP no periodonto em 

camundongos 
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Legenda: A periodontite foi induzida por ligadura no molar inferior direito. O grupo naïve, salina, umbeliferona 

(UMB) 135mg/kg, i.p foram eutanasiados no dia 7. Os valores representam a média ± erro padrão da média (3 

animais). [Os dados foram analisados por meio de análise de variância (Anova) e teste de Bonferroni]. 
#
p<0,05 

em relação ao naïve. 
*
p<0,05 em relação ao grupo salina. [Elaborado pelo autor] 
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Figura 19 – Fotomicrografias da imunocoloração para TRAP em camundongos 

 

 

Legenda: A periodontite foi induzida por ligadura no molar inferior direito durante 7 dias.  Periodonto de 

camundongos naïve área de furca (A e D) e após 7 dias de ligadura tratados com salina (B e E) ou umbeliferona 

(UMB) 135mg/kg, i.p (C e F). Aumentos de 200x (A, B, C; barras= 100μm e 400x (D, E e F; barras= 50μm). 

Áreas de dentina (d), ligamento periodontal (lp) e osso alveolar (oa). As setas indicam células TRAP+.[Elaborado 

pelo autor] 
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4.10 Efeitos sistêmicos da umbeliferona  

 

Para avaliação das funções hepáticas e renais, o fígado e um rim foram removidos, 

pesados e correlacionados com as respectivas massas corporais dos animais no último dia 

experimental e expressos como índice do respectivo órgão, além de realizadas dosagens séricas 

de aspartato AST, ALT, ureia e creatinina.  

A UMB, nas três doses utilizadas, não causou quaisquer alterações sistêmicas, sem 

alterar os índices hepáticos e renais, nem as dosagens bioquímicas quando comparados aos 

animais Salina ou naïve (p>0,05). Os dados podem ser visualizados na tabela 2.  

Quanto ao peso dos animais, a indução da periodontite causou perda significante de 

massa corpórea no primeiro dia pós ligadura (p<0,05) quando comparados aos animais naïve. 

O tratamento com a UMB (15, 45 e 135mg/kg, i.p) não alterou, de forma significante, a variação 

de massa corporal induzida pela ligadura quando comparada ao grupo de animais Salina 

(p>0,05). O gráfico da variação da massa corporal pode ser observado na figura 20.  
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Tabela 2 – Efeitos da umbeliferona sobre os parâmetros sistêmicos de camundongos submetidos à ligadura durante 7 dias 

Parâmetros 
Naïve 

Periodontite 

Salina UMB 15 mg/kg UMB 45 mg/kg UMB 135 mg/kg 

Índice hepático (x10³) 49,65±0,81 50±1,4 51,8±1,1 48,6±1,2 47±0,5 

ALT (U/L) 16,73±7,6 33,50±3,81 17,80±2,19 21,77±3,08 29,15±3,17 

AST (U/L) 70,2±10,5 66,7±8,5 55,1±9,4 60,4±7,1 61,1±4,6 

Índice renal (x10³) 7,9±0,52 7,9±0,4 6,9±0,2 7,4±0,1 7,6±0,1 

Ureia (mg/dL) (x10³) 10,75± 0,85 10,6±0,3 9,5±0,2 9,4±0,2 10,7±0,3 

Creatinina (mg/dL)  1,000±0,20 0,7504±0,08 0,8663±0,04 0,8768±0,12 0,8104±0,06 

Legenda: A periodontite foi induzida por ligadura nos molares inferiores durante 7 dias.  Os grupos naïve, salina, umbeliferona (UMB) 15, 45 e 135 mg/kg, i.p foram avaliados 

no dia 7. Os valores representam a média ± erro padrão da média (6-7 animais por grupo) dos níveis séricos das transaminases alanina aminotransferase (ALT) e aspartato 

aminotransferase (AST) e índices de fígado e rim, calculado como a relação entre o peso úmido do órgão e a massa corporal do animal do 7º dia. [Os dados foram analisados 

por meio de análise de variância (Anova) e teste de Bonferroni
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Figura 20 – Efeitos da umbeliferona na variação de massa corpórea de camundongos 

submetidos a periodontite durante 7 dias  
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Legenda: A periodontite foi induzida por ligadura no molar inferior direito durante 7 dias.  O grupo naïve, salina, 

umbeliferona (UMB) 15, 45 e 135mg/kg, i.p foram eutanasiados no dia 7. Os valores representam a média ± erro 

padrão da média (6-7 animais por grupo). [Os dados foram analisados por meio de análise de variância (Anova) e 

teste de Bonferroni]. #p<0,05 em relação ao naïve. [Elaborado pelo autor] 
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5 DISCUSSÃO 

 

A periodontite é uma doença infecciosa e inflamatória de alta prevalência, caracterizada 

por inflamação e consequente destruição dos tecidos de proteção e de suporte dentário. 

Clinicamente são observados o sangramento gengival, a formação de bolsa periodontal, a 

recessão gengival, a lesão de furca e a mobilidade dental (PAPAPANOU et al., 2018).  

Nesta pesquisa, os efeitos da cumarina e da umbeliferona foram avaliados sobre a 

inflamação e a reabsorção óssea alveolar induzida por ligadura em camundongos. No 7º dia de 

periodontite foi verificada uma reabsorção óssea alveolar (ROA) significante, comparada à de 

animais naïve. Em modelos não clínicos, a literatura demonstra que o aumento do processo 

inflamatório associado à intensa perda óssea alveolar é mais evidente nos períodos iniciais de 

indução de periodontite considerando o período até 14 dias, com o aumento dos mediadores 

inflamatórios de forma mais crítica na primeira semana (MOLON et al., 2018). Nesta fase, o 

volume ósseo é reduzido gradual e significantemente a partir de 3 ou 5 dias após a instalação 

da ligadura (ABE; HAJISHENGALLIS, 2013; MAEKAWA et al., 2019), e aos 8 dias de 

periodontite induzida por ligadura foi possível observar um defeito intraósseo grave 

(MAEKAWA et al., 2019).  

De maneira relevante, o processo destrutivo periodontal em humanos pode envolver a 

região de furca de dentes multirradiculares, o que acarreta a perda de suporte nesta região, e 

quando não tratada o prognóstico dentário a longo prazo é altamente desfavorável, com 

consequentes prejuízos funcionais e estéticos (LAUGISCH et al., 2018). Em estudos realizados 

por Kim et al. (2020) e Oliveira et al. (2019), grupos de camundongos com doença periodontal 

apresentaram porcentagem aumentada de área do ligamento periodontal e perda óssea 

significante na região de furca em comparação aos animais sem periodontite. Neste sentido, foi 

demonstrado que camundongos com periodontite induzida por ligadura apresentaram intensa 

ROA no 7º dia (KIM et al., 2020), bem como lesão de furca aos 8 dias de periodontite 

(LAUGISCH et al., 2018). Em nossa pesquisa a periodontite no 7º dia foi caracterizada por 

exposições radiculares e lesões de furca dos molares mandibulares, em consonância com a 

literatura, corroborando que tal modelo confere adequada reprodutibilidade.  

Neste estudo, a CUM e a UMB, em todas as doses empregadas, reduziram a ROA vista 

por macroscopia. Verificou-se ainda que a maior dose de UMB reduziu a área de furca vista 

por histomorfometria. Apesar de não haver na literatura relatos sobre a administração 

especificamente destas cumarinas em modelos de perda óssea alveolar, outros derivados 
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cumarínicos, como o cloricromeno e a cinamoiloxi-mammeisinam (uma cumarina encontrada 

na geoprópolis de Melipona scutellaris), demonstraram reduzir a ROA em modelos de 

periodontite induzida por ligadura e Porphyromonas gingivalis, respectivamente, em 

camundongos (DA CUNHA et al., 2017; MUIÀ et al., 2006).  

Sabe-se que a disbiose está claramente envolvida na patogênese da periodontite, 

entretanto, a desregulação dos elementos da imunidade inata e adaptativa são fatores (chaves) 

para os danos teciduais do periodonto (LAMON; KOO; HAJISHENGALLIS, 2018; 

MAEKAWA et al., 2018). Assim, a administração de substâncias com atividade anti-

inflamatória pode ser um importante recurso terapêutico (ODUNCUOGLU et al., 2018). Foi 

demonstrado que a utilização da UMB em um modelo de artrite conseguiu reduzir o edema 

sinovial, a infiltração de granulócitos e células mononucleares, a degeneração das células 

epiteliais e a erosão da cartilagem articular, sugerindo que a UMB apresentou um efeito protetor 

na artrite em ratos (OUYANG et al., 2019), doença autoimune, crônica e inflamatória que 

possui mecanismos de patogenicidade semelhantes aos da periodontite, visto que a inflamação 

crônica associada tanto à artrite reumatóide quanto à periodontite apresentam similaridades no 

que diz respeito a desregulação imunológica, vista através da ativação maciça de células como 

neutrófilos e mononucleares, resultando no  desequilíbrio entre citocinas pró e anti-

inflamatórias (ARAÚJO; MELO; LIMA, 2015). A CUM quando administrada em baixas doses 

reduziu os danos associados ao modelo de colite (LUCHINI et al., 2008). Tanto a UMB como 

também a CUM reduzira a resposta inflamatória neste modelo, dada a redução da atividade de 

MPO e a quantificação de Il-1β, o que é coerente com estudos em outros modelos de inflamação 

(LUCHINI et al., 2008; OUYANG et al., 2019).  

Inicialmente na periodontite ocorre a liberação de mediadores pré-formados em células 

residentes, como a histamina e a IL-1β, os quais conseguem promover a intensa infiltração de 

neutrófilos (BRITO et al., 2021; UEDA et al., 2009), células que constituem a primeira linha 

de defesa do organismo contra microrganismos invasores através de fagocitose e degradação 

intracelular, liberação de grânulos e material nuclear na forma de “armadilhas” extracelulares 

(ROSALES, 2018). Dados os efeitos potencialmente prejudiciais dos neutrófilos desregulados 

e a granulopoiese, as substâncias que modulam a super ativação destas células podem ser um 

importante recurso terapêutico para a periodontite (CAO et al., 2020; KIM et al., 2020; 

MAEKAWA et al., 2019).  

Aqui, a ligadura induziu um intenso infiltrado inflamatório, caracterizado pelo aumento 

da atividade de MPO, enzima indicativa da presença de neutrófilos maduros (ROSALES, 
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2018). Observou-se que os tratamentos com todas as doses de UMB e a menor dose de CUM 

preveniram o aumento de MPO neste estudo, o que parece concordar com outros estudos, os 

quais demonstraram que a CUM e a UMB possuem importantes efeitos anti-inflamatórios 

(ALVES et al., 2009; LEAL et al., 2000; 2003; OUYANG et al., 2019). A cumarina conseguiu 

inibir a permeabilidade vascular e o rolamento de neutrófilos em direção ao foco inflamatório 

(ALVES et al., 2009; LEAL et al., 2003), e reduziu a MPO em cólon de ratos (LUCHINI et al., 

2008), bem como a UMB preveniu a lesão pulmonar aguda induzida por LPS, com a redução 

do edema pulmonar e da atividade de MPO (WANG et al., 2019).  

A interação de neutrófilos recrutados no local da inflamação por células residentes, 

mediadores inflamatórios locais ou matriz extracelular pode levar à produção de vários outros 

mediadores, como quimiocinas, enzimas líticas, espécies reativas de oxigênio e, especialmente, 

as citocinas, como a IL-1β, amplificando, consequentemente, a resposta inflamatória (CAO et 

al., 2020; KIM et al., 2020; MAEKAWA et al., 2019). Achados clínicos demonstram que os 

níveis de IL-1β são elevados em pacientes que apresentam periodontite (RANGBULLA et al., 

2017). A formação de IL-1β na periodontite ocorre em resposta a presença de lipopolissacarídeo 

(LPS) que são reconhecidos por receptores Toll-like (TLRs). Este, por sua vez, ativa o NF-κB, 

promovendo a expressão do precursor inativo pró-IL-1β, o qual deverá ser proteolisado em sua 

forma ativa pela ação da caspase-1(CHENG et al., 2020). Desse modo, considerando que a IL-

1β, é capaz de promover a infiltração de neutrófilos para o sítio de inflamação (UEDA et al., 

2009) e está relacionada com a patogênese da periodontite (CHENG et al., 2020), logo, foi 

demonstrado em modelos não clínicos que a modulação da produção de IL-1β é considerada 

essencial para a resolução da periodontite (KOIDE et al., 1995; UEDA et al., 2009).  

No presente estudo, observou-se aumento dos níveis de IL-1β nos tecidos gengivais dos 

animais com periodontite, dados estes corroborados com a literatura, onde camundongos com 

periodontite induzida por ligadura durante 10 dias apresentaram aumento dos níveis de mRNA 

de IL-1β (FU; WEI; ZHANG, 2019). Todas as doses de UMB e as duas menores doses de CUM 

reduziram eficazmente os níveis IL-1β nos tecidos gengivais, de maneira coerente com a 

redução de MPO neste modelo. Consistente com a literatura, o extrato de Guaco, cujo 

constituinte majoritário é a cumarina, modulou negativamente os níveis de IL-1β em 

camundongos desafiados com carragenina (ALVES et al., 2009), e a UMB, administrada 

durante 7 dias, reduziu os níveis de IL-1β em ratos artríticos (OUYANG et al., 2019). Pode-se 

inferir que a redução da ROA pela CUM e a UMB pode estar associada à modulação da 

atividade de neutrófilos por mecanismo dependente de IL-1β, tendo em vista que a 
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administração de substâncias com capacidade modular negativamente os níveis de IL-1β 

resultou em menor reabsorção óssea em um modelo de perda óssea induzida por LPS e 

ovariectomia em camundongos (SON et al., 2020). 

De fato, é demonstrado que a migração de neutrófilos para a mucosa oral durante a 

infecção aguda pode estar sob o controle da sinalização de IL-1β, pois camundongos sem o 

receptor de IL-1 (IL-1R) apresentaram menor recrutamento de neutrófilos para o local da 

infecção, quando comparados a animais naïves, bem como a indução da transcrição de  Csf3, 

gene  que codifica  o fator estimulador de colônias de granulócitos (G-CSF) foi reduzida na 

mucosa oral de camundongos Il1r1 - / - , logo, a granulopoiese é prejudicada (ALTMEIER et 

al., 2016). Os neutrófilos também estão entre as células imunes capazes de secretar grandes 

quantidades de IL-1β, uma vez que a administração de anticorpos para depleção de neutrófilos 

em camundongos resultou na redução dos níveis IL-1β (PEIRÓ et al., 2016). 

A IL-1β é um importante mediador capaz de promover a osteoclastogênese e recrutar 

osteoclastos maduros, o que consequentemente culmina em reabsorção óssea (CHEN et al., 

2021; Kim et al., 2009). Recentemente, foi demonstrado in vitro que ocorre a indução precoce 

e tardia de IL-1β , mas não a expressão inicial de TNF-⍺ em células da medula óssea de 

camundongos cultivadas na presença de M-CSF e RANKL.  Além disso, o tratamento com IL-

1β resultou no aumento da formação de osteoclastos, demonstrado pelo aumento de células 

TRAP+ e aumentou os níveis de CTSK, um marcador de função de osteoclastos, consistente 

com o aumento da reabsorção óssea in vitro. Foi demonstrado ainda que o tratamento com uma 

substância que apresenta atividade anti-inflamatória resultou na redução da osteoclastogênese 

e da reabsorção óssea, e este efeito inibitório foi revertido pela adição da IL-1β (SON et al., 

2020). 

Tendo em vista que as cumarinas reduziram os níveis de IL-1β em tecido gengival, 

buscou-se avaliar a imunomarcação para TRAP, uma enzima secretada por diversos 

grupamentos celulares, como macrófagos. A TRAP é considerada um marcador histoquímico 

para osteoclastos, estando diretamente relacionado à atividade destas células (BURSTONE, 

1959; HAYMAN, 2008). Além disso, a TRAP exibe ainda diversas outras funções biológicas, 

como, síntese e degradação de colágeno, mineralização óssea e produção de citocinas 

(HAYMAN, 2008). Observou-se que o número de células TRAP+ foi significantemente maior 

nos animais Salina. Esses dados estão em consonância com a literatura onde ocorre um aumento 

da formação de osteoclastos no sétimo dia de periodontite (KIM AR et al., 2020). A UMB (135 

mg/kg, i.p), em consonância com seu efeito antirreabsortivo ósseo, reduziu significantemente a 
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imunomarcação de células TRAP+. Esses achados estão de acordo com o estudo de Kwak et 

al. (2019) onde foi demonstrado que a UMB (60 e 120mg/kg, v.o) inibiu a perda óssea 

inflamatória induzida por LPS e o número de células TRAP+ em fêmures de camundongos.  

Em conjunto, as cumarinas avaliadas apresentaram importante efeito anti-inflamatório, 

dada a redução da atividade de MPO e da quantificação da IL-1β, importante citocina pró-

inflamatória, o que deve estar relacionado ao seu efeito antirreabsortivo ósseo visto por 

macroscopia e histomorfometria, e pela redução de células TRAP+. Portanto, a cumarina e a 

umbeliferona apresentaram potencial benefício como tratamento da periodontite.   

Por fim, com o intuito de se descartar eventuais eventos adversos por parte das 

cumarinas utilizadas, buscou-se avaliar seus efeitos sistemicamente. Quanto à escolha das doses 

empregadas para a cumarina nesta pesquisa, foram primeiramente considerados os dados de 

toxicidade e carcinogenicidade realizados por um programa americano de toxicologia, em 1993, 

onde a cumarina (97% de pureza) foi administrada por gavagem nas doses de 40, 75, 150, 300 

ou 600mg/kg, em grupos de 5 camundongos B6C3F1 (machos e fêmeas) cada, durante 16 dias. 

Neste estudo, foi demonstrado que todos os camundongos que receberam 600mg/kg, dois 

camundongos machos que receberam 300mg/kg e um camundongo que recebeu 75mg/kg 

morreram, indicando que estas doses alteraram a sobrevivência destes animais durante este 

período (NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM, 1993). 

 Outros autores, porém, avaliaram a administração de 50mg/kg de CUM por gavagem 

durante 10 dias, e esta foi considerada segura e não tóxica (STEFENOVA et al., 2006). Em 

outro estudo nenhum efeito carcinogênico hepático foi relacionado à dose em camundongos 

após 2 anos de dieta contendo até 3000ppm de cumarinas, o equivalente a ingestão de 

280mg/kg/dia nos machos e 271mg/kg/dia nas fêmeas (CARLTON et al., 1996). Logo, na 

presente pesquisa, com o intuito de se buscar maior efeito protetor que o apresentado 

inicialmente com a dose de CUM 5mg/kg, i.p optou-se por aumentar a dosagem e empregamos 

a dose máxima de 45mg/kg, i.p. Em relação a umbeliferona, optou-se por estender até a dose 

de 135mg/kg, i.p dado que não foram relatados sinais visíveis ou sintomas de toxicidade aguda 

em camundongos machos tratados com 50, 100 e 200mg/kg, v.o durante 14 dias (CRUZ et al., 

2020).  

Neste estudo, a periodontite causou perda de massa corporal na 24ª hora, possivelmente 

relacionada com os efeitos da anestesia para a ligadura (LIMA et al., 2004). Os animais com 

periodontite e tratados com a CUM ou a UMB durante 7 dias não apresentaram alteração da 

variação de massa corpórea quando comparados aos animais Salina. Estes achados são 
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corroborados com a literatura onde a administração por gavagem da CUM, em doses de 

40mg/kg, v.o durante 16 dias não resultou em morte nem alterou a variação ponderal de 

camundongos machos (NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM, 1993), assim como a 

administração v.o de UMB, nas doses de 60 e 120mg/kg, durante 10 dias em um modelo de 

perda óssea inflamatória induzida por LPS não acarretou alterações no padrão alimentar, nem 

na variação de peso dos animais (KWAK et al., 2019). 

A função renal foi avaliada através das dosagens séricas de ureia, creatinina e 

mensuração do peso úmido do rim. A ureia, quando mensurada no sangue é um produto do 

metabolismo das proteínas, sendo, portanto, um produto residual que deve ser eliminado pela 

excreção renal, logo, sua elevação pode ser um indicativo da diminuição da excreção renal, no 

entanto, apesar de a ureia ser um marcador útil para avaliar a função renal, ela pode ser 

influenciada pela dieta. Neste ponto, a dosagem concomitantemente de creatinina a qual 

também é um tipo de resíduo produzido a partir da degradação da creatina e da fosfocreatina 

deve ser associada, especialmente por ser mais específica, dada a pouca influência da dieta 

(HOSTEN, 1990). Aqui, não foram observadas quaisquer alterações para os níveis séricos de 

ureia e creatinina, nem o peso do rim para os tratamentos com CUM e UMB em todas as doses. 

Esses dados estão de acordo com os achados de Khan, Sharma e Sultana (2004) e Younas et al. 

(2021), onde foi realizada a administração v.o da CUM em roedores nas doses de 10 e 20mg/kg, 

durante cinco dias e de UMB nas doses de 50mg/kg, durante 12 dias não alteraram os 

parâmetros bioquímicos renais.  

Quanto ao fígado, foram realizadas as dosagens séricas de AST, enzima de localização 

mitocondrial no hepatócito, mas também presente no citosol das células do músculo 

esquelético, cardíaco e tecido renal, bem como de ALT, enzima presente no citosol dos 

hepatócitos e de alta especificidade. A elevação destas enzimas é altamente sugestiva de lesão 

hepatocelular (HALL; CASH, 2012). A UMB em todas as doses utilizadas não evidenciou 

nenhum indício de hepatotoxicidade, o que pode ser corroborado com a literatura onde não 

foram observadas alterações significantes para os níveis de AST, ALT e bilirrubina quando da 

administração da UMB em doses de 1, 10 e 50 mg/kg, i.p (YOUNAS et al., 2021). Por outro 

lado, a maior dose de CUM resultou em um aumento significativo dos níveis de ALT. Tal 

achado é de suma importância, pois a elevação de ALT no plasma dentro de 24-48horas é 

altamente sugestiva de lesão hepatocelular, mesmo sem alteração de AST, especialmente se o 

dano ocorrer de forma contínua, como advindo do uso de medicamentos. Neste caso a ALT se 

tornará mais elevada que a AST, devido à sua meia-vida plasmática mais longa (KIM, 2008). 
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De fato, foi relatado que administração de 200mg/kg, v.o de CUM em camundongos causou 

hipertrofia hepática leve e aumento de 2 a 6 vezes da ALT (BORN et al., 1998). 

É bem estabelecido que a CUM apresenta um perfil hepatóxico, especialmente em 

roedores, devido a metabolização hepática por 7-hidroxilação (uma via de desintoxicação) 

assumir um papel secundário nestes animais, sendo predominante a via da 3,4-epoxidação 

(LUSH; ANDREWS, 1978; KAIPAINEN et al., 1985), a qual resulta na formação dos 

compostos hepatotóxicos, como a cumarina 3,4-epóxido e o-hidroxifenilacetaldeído (o-HPA) 

(BORN et al., 1998; 2000; LAKE, 1999).  

Para entender melhor o papel da 7-hidroxilação e 3,4-epoxidação na depuração da 

cumarina em camundongos os metabólitos dessas vias foram quantificados no plasma e na urina 

de animais que receberam uma dose única de 200mg/kg de cumarina por gavagem durante 14 

dias. Foi observado que a cumarina é rapidamente metabolizada em ácido o-hidroxifenilacético 

(o-HPAA) e 7-hidroxicumarina (7-HC), todavia, os valores para o-HPAA foram 14 vezes 

maiores do que aqueles de 7-HC, indicando que nesta dose alta a cumarina foi eliminada 

predominantemente por meio da via de 3,4-epoxidação. Todavia não foram detectadas o-HPA 

ou o-HPE no plasma, sugerindo haver outros produtos de metabolização. Dada a complexidade 

da metabolização desta substância é difícil determinar a suscetibilidade à hepatotoxicidade 

mediada por cumarina entre as espécies, o que deve ser analisado com cautela (BORN et al., 

2003). 

As cumarinas apresentam um bom padrão de segurança sistêmica neste modelo. Apesar 

de a administração da CUM nas maiores doses poder estar relacionada a hepatotoxicidade, é 

prudente não subestimar ou descartar a CUM como terapia auxiliar no tratamento da 

periodontite, visto que em humanos a CUM segue a via da 7-hidroxilação e dá origem à UMB, 

e, se não houver variações das CYP2A6 e CYP2A13, a aplicação da CUM poderá ser 

considerada tão segura quanto a UMB.  

Em suma, a cumarina e a umbeliferona, metabólitos secundários de plantas medicinais 

de uso popular no Brasil, apresentaram efeitos anti-inflamatório e antirreabsortivo ósseo, 

acompanhada de boa tolerabilidade sistêmica no modelo de periodontite induzida por ligadura 

em camundongos. A partir do esclarecimento do potencial mecanismo de ação destas  

substâncias isoladas, este estudo contribui substancialmente para a grande área da fitoquímica, 

destacando a necessidade de mais pesquisas envolvendo estas cumarinas, bem como de extratos 

de plantas medicinais que apresentam estas substâncias como compostos majoritários, devido 
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à diversidade de espécies naturais brasileiras pouco exploradas neste campo e que podem ser 

bases para o desenvolvimento de fitoterápicos com potencial terapêutico para a periodontite.   
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6 CONCLUSÃO  

 

A cumarina e a umbeliferona, de maneira relativamente segura, reduziram a inflamação 

e a reabsorção óssea alveolar via inibição de IL-1β
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Abstract 

Background: Members of the botanical families Apiaceae/Umbelliferae, Asteraceae, 

Fabaceae/Leguminosae, and Thymelaeaceae are rich in coumarins and have traditionally been 

used as ethnomedicines in many regions including Europe, Asia, and South America. 

Coumarins are a class of secondary metabolites that are widely present in plants, fungi, and 

bacteria and exhibit several pharmacological, biochemical, and therapeutic effects. Recently, 

many plants rich in coumarins and their derivatives were found to affect bone metabolism. 

Objective: To review scientific literature describing the mechanisms of action of coumarins in 

osteoclastogenesis and bone resorption. 

Materials and methods: For this systematic review, the PubMed, Scopus, and Periodical 

Capes databases and portals were searched. We included in vitro research articles published 

between 2010 and 2020 that evaluated coumarins using osteoclastogenic markers. 

Results: Coumarins have been reported to downregulate RANKL-RANK signaling and various 

downstream signaling pathways required for osteoclast development, such as NF-κB, MAPK, 

Akt, and Ca2+ signaling, as well as pathways downstream of the nuclear factor of activated T-

cells (NFATc1), including tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP), cathepsin K (CTSK), 

and matrix metalloproteinase 9 (MMP-9). 

Conclusions: Coumarins primarily inhibit osteoclast differentiation and activation by 

modulating different intracellular signaling pathways; therefore, they could serve as potential 

candidates for controlled randomized clinical trials aimed at improving human bone health. 

Keywords: coumarin; transcription factor; bone marker; osteoclastogenesis; nuclear factor of 

activated T-cells, cytoplasmic 1.  
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1 Introduction 

 

Members of the botanical families Apiaceae/Umbelliferae, Asteraceae, 

Fabaceae/Leguminosae, and Thymelaeaceae are rich in coumarins and have traditionally been 

known for their ethnomedicinal properties in Europe, Asia, South America, and North America 

[1].  

Angelica biserrata (Apiaceae) is known as “Dokwhal”, and its roots are used in the 

treatment of leg numbness and pain associated with neck stiffness. In Chinese medicine, it is 

used in the treatment of arthritis [2]. The volatile oil of Angelica sp. reduces the degeneration 

of articular cartilage, decreases the expression of interleukin-1, and increases the expression of 

transforming growth factor-β in rabbits [3]. Coumarins such as osthole, columbianadin, 

bergapten, psoralen, scopoletin, umbelliferone, and xanthotoxin are its major components [2].  

Cnidium monnieri (L.) Cusson belongs to Apiaceae family.  It grows in China, Japan, 

Korea, and Vietnam and is widely used to treat female genitals, skin diseases and osteoporosis 

[4-6]. Among all coumarins identified in the extracts of this plant, osthole is the major 

compound [4-6]. This coumarin inhibits bone resorption and osteoclastogenesis [6,7]. 

Ecliptae herba belongs to Asteraceae family and is used as a traditional Chinese and 

Indian medicine for the treatment of various conditions. According to traditional Chinese 

medicine, E. herba nourishes the kidneys and may potentially treat osteoporosis [8,9] as it 

inhibits bone loss and increases bone mass in ovariectomized rats [9]. The predominant 

component of its extract is wedelolactone, a derivative of coumarin [8,10].  

Psoralea corylifolia L. belongs to Leguminosae family and is used as a traditional 

Chinese medicine for the treatment and prevention of various conditions, as osteoporosis [11]. 

The extract of Fructus Psoraleae increased bone volume and thickness, and bone density in an 

animal model of osteoporosis [12]. Among of all coumarins identified in the extract of this 

plant, psoralen and isopsoralen reduced tartrate resistant acid phosphatase (TRAP) and 

increased alkaline phosphatase [13].  

Dipteryx odorata (Aubl.) Willd (Fabaceae) is native plant in North America and South 

America, mainly in Amazonia. In Brazil it is known as coumarou and is used for the treatment 

of various diseases, as rheumatism [14,15]. The predominant component of its extract is 1,2-

benzopirona [16]. 

Daphne L. belongs to Thymelaeaceae family and is used in the treatment of various 

diseases in Asia, Europe, and North Africa. According to traditional Chinese medicine, Daphne 



 

 
 

giraldii Nitsche and Daphne tangutica are used in the treatment of inflammatory diseases, as 

rheumatoid arthritis [17-19]. Daphnetin is the predominant component of these extracts [19]. 

Coumarins are natural compounds that are widely distributed in vegetables, 

predominantly in angiosperms, and are found as secondary metabolites in fungi and bacteria. 

Generally, these compounds are o-hydroxycinnamic acid lactones, among which coumarin 

(1,2-benzopyrone) is the simplest representative and is considered as the basic structure 

common to all derivatives [20,21]. Currently, more than 1300 coumarins have been identified, 

many of which have several biological activities [21], including antioxidant [22,23], 

bronchodilator [24], anti-inflammatory [22,24,25], antinociceptive [24, 26], anticoagulant [27], 

and antitumor [28] activities. Many plants rich in coumarins and their derivatives reportedly 

interfere with bone metabolism [6,9].  

Bone remodeling is a continuous and dynamic process that is fundamental for the 

renewal and maintenance of bone resistance, as well as mineral bone homeostasis. The major 

bone cells are osteoclasts (OCs), osteoblasts (OBs), and osteocytes. OCs are derived from 

hematopoietic stem cells, whose precursors are monocytic/macrophage cells. The basic 

function of OCs is reabsorbing bone tissue. OBs are cells of mesenchymal origin; their 

functions are secretion of the extracellular matrix and bone mineralization. OCs and OBs act in 

a coordinated manner by reabsorbing and forming the bone tissue, respectively [29], in response 

to several endogenous factors, such as vitamin D, estrogen, growth factors and cytokines, as 

well as TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-7, IL-8, and other pro-inflammatory cytokines, which induce 

RANKL expression [30].  

RANKL and its receptor RANK are key osteoclastogenic factors. The binding of 

RANKL to RANK on osteoclast precursors leads to the recruitment of TNF receptor-associated 

factor 6 (TRAF6), which activates several downstream signaling pathways including NF-κB, 

MAPKs, Akt, and calcium (Ca2+) signaling [29,30]. The factors that induce osteoclastic 

differentiation and activation are related to the high morbidity of patients. Osteoporosis, 

rheumatoid arthritis, and periodontitis are examples of bone diseases in which greater bone 

resorption occurs at the expense of formation [31-33]. 

For most lytic bone diseases, pharmacological approaches include antiresorptive agents 

such as bisphosphonates; anti-RANKL monoclonal antibody; denosumab; selective estrogen 

receptor modulators, such as raloxifene; and estrogen replacement therapy [32]. However, the 

use of these drugs is related to serious adverse effects, such as the development of mandibular 

osteonecrosis by bisphosphonates [34] and the increased risk of breast and endometrial cancer 



 

 
 

due to hormone replacement therapies [35]. Considering this issue, natural products such as 

coumarins and their derivatives, which interfere with bone metabolism, can offer therapeutic 

value for the prevention and treatment of bone diseases [6,9,36]. Thus, we sought to review the 

scientific literature on the mechanisms of action of coumarins in osteoclastogenesis and bone 

resorption.  

 

2 Materials and methods 

 

The present review followed the Preferred Reporting Items for Systematic Review and 

Meta-Analysis Protocols (PRISMA-P) 2015 statement [37]. The research question and the 

criteria for eligibility and exclusion of the articles were designed using the Problem, 

Intervention, Comparison, Outcomes, and Study type (PICOS) strategy (Supplementary 1A). 

To describe the mechanisms of action by which coumarins reduce the formation of OCs and 

subsequent bone resorption, we referred to articles indexed in the database and portals Scopus, 

PubMed, and CAPES Periodicals. The search strategy consisted of a combination of keywords 

and descriptors related to osteoclastogenesis (Supplementary 1B). The descriptors, according 

to Medical Subject Heading (MeSH) “coumarins; rank ligand; nfatc transcription factors; 

tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP); cathepsins (CTSK) and matrix metalloproteinase 

9 (MMP-9)” and the keyword “bone” were combined as follows: coumarins and bone and 

(RANK or RANK Ligand or nfatc transcription factors, tartrate-resistant acid phosphatase, 

cathepsins, or matrix metalloproteinase 9). Additionally, a manual search was performed on 

the web, using the Google search tool to choose other possible studies. 

The data sources were independently examined by two evaluators. We established the 

following criteria for the inclusion of articles: articles published in English, scientific research 

published between 2010 and 2020 that evaluated coumarin compounds in the process of OC 

formation and bone resorption from bone markers. Articles from literature reviews, articles that 

did not evaluate markers of osteoclastogenesis, or studies with the effects of coumarins were 

associated with cytotoxicity were excluded. Finally, disagreements between the reviewers were 

resolved without the need for a third observer. 

After the complete reading of the included articles, the data were extracted and grouped 

in a spreadsheet. The data collected were: References (author/year), characteristics of the 

intervention (coumarin derivative), characteristics of the sample (culture system/cell type and 

stimulus), duration, methods, results, and conclusion. 



 

 
 

3 Results 

 

This review included 33 non-clinical studies published between 2010 and 2020. Of 

these, 15 studies used methodologies only in vitro [8,38-51], and 18 articles combined 

methodologies in vitro and in vivo [52-69]. The search strategies can be viewed in a flow chart 

(Fig. 1). According to the major guidelines for assessing the methodological quality of in vitro 

studies [70], all studies used methodologies suitable for evaluating bone markers 

(Supplementary 1C). 

      

Fig. 1 Flowchart of the research strategy Based on the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and 

Meta-Analyses (PRISMA) statement [37]. 

The osteoclastogenesis study models involved the following cell types: primary bone 

marrow cells from animals [38-40,44,48-50,53-59,63,65,66,68,69], culture with RAW 264.7 

cells [43,45,46,51,67], or human bone marrow cells [42,47]. In some studies, the authors used 

both primary cells, such as RAW 264.7 [8,41,52,60,61,64], and bone marrow cells from animals 

and humans [62] (Table 1). 

As stimuli for osteoclastogenesis, the studies predominantly used RANKL+M-CSF [38-

40,42,47,48,52-59,62,63-66,68,69], RANKL only [8,41,43-46,60,61,67], LPS [51], 1,25-



 

 
 

dihydroxy vitamin D3 [49], with one study using both 1,25-dihydroxy vitamin D3 and 

RANKL+M-CSF [50] (Table 1)
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Table 1. Overview of in vitro studies with coumarins in osteoclastogenesis 

Coumarin 

derivative 

Cell 

 lines 
Culture system Duration Methods Results Conclusion References 

5'-hidroxi 

auraptene 

(5'-HA) 

BMCs of 

mice 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (25 ng/ml) + RANKL (25 

ng/ml)                                                                         

Treatment: 

5'-HA (1; 10 or 50 μM) 

6-7 d 

- TRAP Staining 

and activity 

- Bone resorption 

in calcium 

phosphate-coated 

plates 

- Real-Time PCR  

- Western Blot  

 

↓ TRAF6 

↓ Signaling of 
NF-κB and 
MAPKs 

↓ c‐Fos and 
NFATc1 

↓ TRAP   
↓ CTSK and 
MMP-9 

↓ Formation of 
pits                                                                                                                                                                                                                                                                                             

↓ 
Osteoclastogenesis 

↓ Bone resorption 

 

Abdalah et al., 

(2019)[38]  

7-

methoxycoumarin 

BMCs of 

rabbit 

 

Rat calvarial 

osteoblasts 

Osteoclast Formation: 

1,25(OH)2D3 (10
−8

 M)                                                                         

Treatment: 7- 

methoxycoumarin 

(10-5 M) 

6-9 d 

- TRAP Staining 

and activity 

- Bone resorption 

in bone slices 

- Real-Time PCR  

      

↓ TRAP       
↓ Formation of 
pits                 

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 ↓ Bone resorption 

Zhai et al., 

(2014)[49] 

Aesculin RAW 264.7 

Osteoclast Formation: RANKL 

(50 ng/ml)                                        

Treatment: Aesculin (5; 10 or 20 

μM) 

3-5 d 

- TRAP Staining  

- Real-Time PCR 

- Western Blot  

- F-actin ring 

formation 

↓ RANK 

↓ Signaling of 
NF-κB and 
MAPKs  
↓ NFATc1 

↓ Atp6v0d2 

↓ TRAP    
↓ Formation of 
filamentous actin 

↓ CTSK and 
MMP-9 

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 

Zhao et al., 

(2017)[67] 

Bergapten RAW 264.7 

Osteoclast Formation: 

LPS (100 ng/ml)                                                              

Treatment: 

3-6 d 

- TRAP Staining  

- Bone resorption 

in bone slices 

↑ Apoptosis of 
OCs 

↓ 
Osteoclastogenesis 

Zheng et al., 

(2014)[51] 
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Bergapten (5; 20 or 40 μmol/l) - Western Blot  

- Cytometry 

- Hoechst 33342 

staining 

↓ TRAP    
↓ Size of pit área 

↓ Bone resorption 

 

Bergapten 

BMCs of 

mice 

 

RAW 264.7 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (30 ng/ml) + RANKL (50 

ng/ml)                                               

Treatment: 

Bergapten (1,2; 2,5 or 5 μmol/l) 

5-7 d 

- TRAP Staining  

- Bone resorption 

in bone slices 

- Real-Time PCR 

- Western Blot 

- F-actin ring 

formation  

↓ Signaling of 
NF-κB and JNKs 

↓ c-Fos and 
NFATc1 

↓ ATP6v0d2  
↓ TRAP   
↓ Formation of 
filamentous actin 

↓ CTSK  
↓ Formation of 
pits 

Did not suppress 

signaling p38 and 

ERK 

↓ 
Osteoclastogenesis 

↓ Bone resorption 

 

Chen et al., 

(2019)[52] 
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Table 1. Overview of in vitro studies with coumarins in osteoclastogenesis (continuation) 

Coumarin 

derivative 

Cell 

lines 
Culture system Duration Methods Results Conclusion References 

Cinnamoyloxy-

mammeisin 

(CNM) 

BMCs 

of mice 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (30 ng/ml) + RANKL (10 

ng/ml)                                            

Treatment: 

CNM (5; 10 or 20 μM) 

3-4 d 

- TRAP Staining  

- Bone resorption in 

hydroxyapatite-coated 

plates  

- Real-Time PCR  

- Western Blot  

- MMP-9 by gelatin 

zymography assay 

↓ NFATc1 

↓ ATP6v0d2 

↓ TRAP 

↓ αV/β3 
integrin   
↓ CTSK and 
MMP-9 

↓ Formation of 
pits                                                                                                                                                                              

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 ↓ Bone resorption 

 

Da Cunha et 

al., (2017)[54] 

Collinin 
BMCs 

human 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (33 ng/ml) + RANKL (66 

ng/ml)                                                    

Treatment: 

Collinin (2,5; 5; 7,5 or 10 µg/ml) 

4-6 d 

- TRAP Staining  

- Bone resorption in 

release of collagen 

helical peptide 

- ELISA 

↓ TRAP  
↓ MMP-9     
↓ Release of 
collagen helical 
peptides                                                   

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 ↓ Bone resorption 

 

Santos et al., 

(2013)[47] 

Coumarin triazole 
RAW 

264.7 

Osteoclast Formation: RANKL 

(100 ng/ml)                                                                        

Treatment:  Compounds 4d, 4j and 

6j (10 μM) 

5 d 

- TRAP Staining  

- Western Blot  

 

  

↓ Signaling of 
NF-κB by 
compounds 
4d                                                                                                                                                                                               
↓ TRAP 

by compounds 

4d, 4j and 6j 

 

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 

Rama Krishna 

et al., 

(2018)[46] 

Coumermycin A1 
BMCs 

of mice 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (30 ng/ml) + RANKL (100 

ng/ml)                                                                 

Treatment: 

Coumermycin A1 (10 µM) 

4-7 d 

- TRAP Staining  

- Bone resorption in 

dentine slices 

- Real-Time PCR 

- Western Blot  

- Retroviral gene 

transduction 

(NFATc1) 

↓ Signaling of 
MAPKs  
↓ c-Fos and 
NFATc1 

↓ TRAP   
↓ CTSK  
↓ Formation of 
pits    

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 ↓ Bone resorption 

 

 

Zheng et al., 

(2013)[69] 
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Did not suppress 

signaling   of 

NF-κB 

Dalbergin 
BMCs 

of mice 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (30 ng/μl) + RANKL (50 

ng/μl)                                                 

Treatment: 

Dalbergin (1 μM; 10 nM or 100 pM) 

7 d 
- TRAP staining  

- Real-Time PCR   

↓ TRAP 

 

  

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 

Choudhary 

et al., 

(2016)[53] 

 

 

Table 1. Overview of in vitro studies with coumarins in osteoclastogenesis (continuation) 

Coumarin 

derivative 

Cell 

lines 
Culture system Duration Methods Results Conclusion References 

Daphnetin 
BMCs 

of mice 

Osteoclast Formation: RANKL 

(50 ng/ml)                                                                         

Treatment: 

Daphnetin (20 or 40 μM) 

4-5 d 

- TRAP Staining 

- Bone resorption in bone 

slices 

- Real-Time PCR  

- Western Blot 

 

 

↓ TRAF6 

↓ Signaling of NF-κB 
and Akt/GSK-3β 

↓ c-Fos and NFATc1 

↓ TRAP   
↓ CTSK  
↓ Formation of pits                                                                                                                                                                                                                                                   

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 ↓ Bone resorption 

 

Liu et al., 

(2019)[44] 

Daphnetin 

BMCs 

of mice 

 

RAW 

264.7 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (30 ng/ml) + RANKL (100 

ng/ml)                                                                   

Treatment: 

Daphnetin (2,5; 5; 10 or 15 μM) 

3-6 d 

- TRAP Staining 

- Bone resorption in 

hydroxyapatite-coated 

plates 

- Real-Time PCR 

- Western Blot 

- Luciferase reporter assay 

(NFATc1) 

- Immunofluorescence 

assay (F-actin ring) 

 

↓ Signaling of ERK 

↓ c‐Fos and NFATc1 

↓ ATP6v0d2  
↓ DC‐STAMP 

↓ TRAP    
↓ Formation of 
filamentous actin 

↓ CTSK and MMP‐9             
↓ Formation of pits    
Did not suppress 

signaling of NF-κB, 

p38 and JNK                                                                                                                                                                                                                                                                                          

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 ↓ Bone resorption 

 

Wu et al., 

(2019)[64] 
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Decursin 
BMCs 

of mice 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (30 ng/ml) + RANKL (10 

ng/ml)                                            

Treatment:  Decursin (2,5; 5 or 

10 μM) 

2-4 d 

- TRAP Staining 

- Real-Time PCR 

- Western Blot 

- Retroviral gene 

transduction (NFATc1) 

 

↓ NFATc1 

↓ DC-STAMP  
↓ TRAP    
↓ β3 integrin 

↓ CTSK  

 

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

     

Kim et al., 

(2015)[56] 

Decursin 

BMCs 

of mice 

 

PBMC 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (30 or 100 ng/ml) + 

RANKL (100 ng/ml)                                            

Treatment: 

Decursin (5; 10 or 20 μM) 

2-14 d 

- TRAP Staining 

- Bone resorption in 

dentine slices 

- Real-Time PCR 

- Western Blot 

 

↓ Signaling of ERK 

↓ c-Fos and NFATc1 

↓ ATP6v0d2 

↓ DC-STAMP  
↓ TRAP 

↓ αV/β3 integrin   
↓ CTSK 

↓ Formation of pits  
Did not suppress 

signaling of NF-κB 

and 

p38                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 ↓ Bone resorption 

 

Wang et al., 

(2016)[62] 

Table 1. Overview of in vitro studies with coumarins in osteoclastogenesis (continuation) 

Coumarin 

derivative 

Cell  

lines 
Culture system Duration Methods Results Conclusion References 

Esculetin 
BMCs of 

mice 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (30 ng/ml) + RANKL (100 

ng/ml)                                            

Treatment: 

Esculetin (1; 5 or 10 μM) 

3-4 d 

- TRAP Staining  

- Bone resorption 

hydroxyapatite-

coated plates  

- Real-Time PCR 

- Western Blot  

- F-actin ring staining 

 

↓ c-Fos and NFATc1 

↓ OSCAR 

↓ DC-STAMP 

↓ OC-STAMP 

↓ TRAP    
↓ Formation of 
filamentous actin 

↓ αV/β3 integrin 

↓ CTSK  
Did not suppress 

signaling of NF-κB, 

MAPKs, Akt and 

PLCγ2   

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 ↓ Bone resorption 

 

Baek et al., 

(2015)[39] 
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Fraxetin 

BMCs of 

mouse 

 

RAW 264.7 

 

Osteoclast Formation: RANKL 

(50 ng/ml)                                                        

Treatment: 

Fraxetin (3; 6 or 12 μM) 

7 d 

- TRAP Staining  

- Bone resorption in 

bone slices 

- Real-Time PCR 

- Western Blot  

 

↓ Signaling of p38 

↓ NFATc1 

↓ TRAP     
↓ CTSK   
↓ Formation of pits    
Did not suppress 

signaling of ERK and 

JNK 

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 ↓ Bone resorption 

 

Liao et al., 

(2018)[60] 

Novobiocin 
BMCs of 

mice 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (30 ng/ml) + RANKL (100 

ng/ml)                                                                 

Treatment: 

Novobiocin (200 µM) 

4-7 d 

- TRAP Staining  

- Real-Time PCR 

- Western Blot  

 

↓ TRAP 

↓ CTSK                                                                                                                                                                                                                                                                                                   
      

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

   

 

 

Zheng 

 et al., 

(2013)[69] 

Osthole  

BMCs of 

rabbit 

 

Rat calvarial 

osteoblasts 

Osteoclast Formation: 

1,25(OH)2D3 (10
−8

 M)                                                                         

Treatment: Osthole (10-5 M) 

6-9 d 

- TRAP Staining and 

activity 

- Bone resorption in 

bone slices 

- Real-Time PCR  

 

 

↓ RANKL  
↑ OPG  
↓ TRAP    
↓ Formation of pits                 

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 ↓ Bone resorption 

  

   

 

Zhai et al., 

(2014)[49] 

Osthole 

BMCs of 

mice 

 

Mice 

calvarial 

osteoblasts 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (10 ng/ml) + RANKL (50 

ng/ml) 

 Treatment: 

Osthole (0,1; 1 or 10 μM) 

7 d 

- TRAP staining  

- Real-Time PCR  

 

↓ RANKL  
↑ OPG  
↓ TRAP  

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 

Li et al., 

(2016)[59] 

Table 1. Overview of in vitro studies with coumarins in osteoclastogenesis (continuation) 

Coumarin 

derivative 

Cell  

lines 
Culture system Duration Methods Results Conclusion References 

Osthole  

BMCs 

of mice 

 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (44 ng/ml) + RANKL (100 

ng/ml) 

 Treatment: 

Osthole (0,5; 1, 2, 3, 4, 5 μM) 

4-10 d 

- TRAP Staining  

- Bone resorption in 

bone slices 

- Real-Time PCR  

-Western Blot  

 

 

      

↓ c-Fos and NFATc1 

↓ TRAP     
↓ CTSK and MMP-9 

↓ Formation of pits 

Did not suppress 

signaling of NF-κB 

and MAPKs                                                                                                                                                                                                                                                

↓ 
Osteoclastogenesis 

↓ Bone resorption 

Zhao et al., 

(2018)[68] 
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Osthole 
RAW 

264.7 

Osteoclast Formation: RANKL (100 

ng/ml)                                                                         

Treatment: 

Osthole (10
−6

 or 10
−5

mol/l) 

4-5 d 

- TRAP Staining  

- Bone resorption in 

osteoassay  

- Real-Time PCR  

- Western Blot  

- Luciferase reporter 

assay (NFATc1) 

 

 

↓ Signaling of NF-
κB  
↓ NFATc1 

↓ TRAP   
↓ β3 integrin  
↓ CTSK and MMP-9 

↓ Formation of 
pits                                                                                                                                                                                                                                                   
 

 ↓ 
Osteoclastogenesis  
 ↓ Bone resorption 

 

Ma et al., 

2019[45] 

Osthole  
BMCs 

of rats 

Osteoclast Formation: M-CSF (25 

ng/ml) + RANKL (100 ng/ml)                                                                   

Treatment: Osthole (10-5 mol/l) 

5 d 

- TRAP Staining 

- Bone resorption in   

osteoassay 

- Real-Time PCR 

- Western Blot 

- Luciferase reporter 

gene assay 

(NFATc1) 

↓ Signaling of NF-
κB  
↓ c‐Fos and NFATc1 

↓ TRAP    
↓ CTSK   
↓ Formation of pits                                                                                                                                                                                                                                                                                             

 

  ↓ 
Osteoclastogenesis  
  ↓ Bone resorption 

 

Wang et al., 

(2020)[63] 

Praeruptorin 

A 

BMCs 

of mice 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (30 ng/ml) + RANKL (10 ng/ml)                                                    

Treatment: 

Praeruptorin A (1; 2,5; 5 or 10 μM) 

4 d 

- TRAP Staining and 

activity 

- Bone resorption 

BioCoat Osteologic 

MultiTest 

- Real-Time PCR 

- Western Blot 

- Luciferase assay 

(NFATc1) 

- Retrovirus 

Preparation and 

Infection (NFATc1) 

- Ca2+ Measurement 

 

↓ Signaling of p38 
and Akt  
↓ Oscillations of 
Ca2+ 

↓ c-Fos and NFATc1 

↓ OSCAR 

↓ DC-STAMP 

↓ TRAP   
↓ CTSK  
↓ Formation of pits   
Did not suppress 

signaling of ERK, 

JNK and PLCγ2   

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 ↓ Bone resorption 

 

 

Yeon et al., 

(2014)[48] 

 

Table 1. Overview of in vitro studies with coumarins in osteoclastogenesis (continuation) 

Coumarin 

derivative 

Cell  

lines 
Culture system Duration Methods Results Conclusion References 
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Praeruptorin 

A 

BMCs 

of mice 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (30 ng/ml) + RANKL 

(10 ng/ml)                                                    

Treatment: 

Praeruptorin A (0,1; 0,3; 1; 3 or 

10 μM) 

3 d 

- TRAP Staining and 

activity 

- Real-Time PCR 

- Western Blot 

- Calcineurin activity 

 

 

↓ Ca2+/calmodulin- 

calcineurin signaling 

pathways 

↓ c-Fos and NFATc1 

↓ ATP6v0d2 

↓ DC-STAMP  
↓ TRAP  
↓ αV integrin     
↓ CTSK   

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 

Yeon et al., 

(2015)[65] 

Psoralen 
BMCs 

of mice 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (10 ng/ml) + RANKL 

(30 ng/ml)                                               

Treatment: 

Psoralen (0,05; 0,1 or 0,5 μM) 

8-15 d 

- TRAP Staining and 

activity  

- Bone resorption in bone 

slices 

- Real-Time PCR 

- Western Blot 

- MMP-9 by gelatin 

zymography assay 

- ELISA 

↓ Translocation into 
the nucleus of c-jun 

↓ TRAP  
↓ CTSK and MMP-9 not 
significant                                                                                                                                                                                                                                                                                         
↓ Formation of pits not 
significant        
Did not suppress 

signaling of NF-κB, 

ERK and Akt 

 

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 

Chai et al., 

(2018)[40] 

Psoralen 
BMCs 

of mice 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (25 ng/ml) + RANKL 

(100 ng/ml)                                                                   

Treatment: 

Psoralen (2,5; 5; 10; 20 or 40 

μM) 

7-15 d 

- TRAP Staining  

- Bone resorption in bone 

slices 

- Real-Time PCR  

- Western Blot 

- Immunofluorescence 

assay (F-actin ring) 

 

↑ Signaling of ERK 

↑ c-Fos and NFATc1 

↑ ATP6v0d2 

↑ TRAP    
↑ Formation of 
filamentous actin 

↑ CTSK  
↑ Formation of pits   
Did not suppress 

signaling of p38 and 

JNK 

                                                                                                                                                                                                                                                                                           

 ↑ 
Osteoclastogenesis 

 ↑ Bone resorption 

 

Zhang et al., 

(2019)[66] 

Psoralidin 
BMCs 

of mice 
Osteoclast Formation: 2-4 d 

- TRAP Staining  

- Bone resorption in bone 

slices 

↓ Signaling of NF-κB 
and MAPKs  
↓ c-Fos and NFATc1 

  

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

Kong et al., 

(2017)[57] 
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M-CSF (20 ng/ml) + RANKL 

(40 ng/ml)                                               

Treatment: 

Psoralidin (1; 10 or 30 μM) 

- Real-Time PCR  

- Western Blot  

- F-actin labeling 

 

↓ OSCAR 

↓ TRAP   
↓ Formation of 
filamentous actin 

↓ CTSK   
↓ Formation of pits                                                                                                                                                                                                                                                    

 ↓ Bone resorption 

 

Table 1. Overview of in vitro studies with coumarins in osteoclastogenesis (continuation) 

Coumarin 

derivative 

Cell  

lines 
Culture system Duration Methods Results Conclusion References 

Psoralidin  

BMCs of 

rats 

 

Rat 

calvarial 

osteoblast 

 

Osteoclast Formation: 

1α,25(OH)2VD3 (10
−8

 mol/l) + M-

CSF (30 ng/ml) + RANKL (30 ng/ml)                                                                                 

Treatment: 

Psoralidin (10-6 mol/l) 

3-12 d 

- TRAP Staining and 

activity 

- Bone resorption in 

bone slices 

- Western Blot  

- Real-Time PCR  

 

↓ RANKL  
↑ OPG 

↓ TRAP 

↓ Formation of 
pits                                                                                                                                                                                                                                                   

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 ↓ Bone resorption 

 

Zhai et al., 

(2017)[50] 

Scoparone RAW 264.7 

Osteoclast Formation: RANKL (50 

ng/ml)                                                                               

Treatment: Scoparone (1; 10 or 20 

μM) 

5 d 

- TRAP Staining and 

activity 

- Western blot 

↓ Signaling of 
MAPKs  
↓ c-Fos and 
NFATc1 

↓ TRAP  
↓ CSTK                        

  

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 

 

Lee and Jang 

(2015)[43] 

Umbelliferone 

BMCs of 

mice 

 

Mice 

calvarial 

osteoblast 

 

Osteoclast Formation: M-CSF (30 

ng/ml) + RANKL (100 ng/ml)                                                                   

Treatment: Umbelliferone (50; 100 

or 200 μM) 

3-4 d 

- TRAP Staining 

- Bone Resorption in 

hydroxyapatite-coated 

plates 

- Real-Time PCR 

- Western Blot Assays 

- Stability of c-Fos 

and NFATc1 

↓ Signaling of 
Akt 
↓ c‐Fos and 
NFATc1 

↓ OSCAR 

↓ ATP6v0d2 

↓ TRAP  
↓ CTSK   
↓ Formation of 
pits   
Did not suppress 

signaling of NF-

κB, p38, JNK and 

PLCγ2                                                                                                                                                                                                                                                                                          

  

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 ↓ Bone resorption 

 

 

Kwak et al., 

(2019)[58] 
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Wedelolactone  

BMCs of 

mice 

 

RAW 264.7 

 

 

Osteoclast Formation: 

RANKL (30 ng/ml)                                                                                

Treatment: 

Wedelolactone (0,06; 0,6; 1,25; 2,5 or 

5 μg /ml) 

3-6 d 

- TRAP Staining and 

activity 

 

↓ TRAP  
               

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 

Liu et al.,  

(2014)[8] 

Wedelolactone 

 

 

PBMC 

 

 

 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (200 ng/ml) + RANKL (100 

ng/ml)                                                    

Treatment: 

Wedelolactone (1; 5 or 10 μM) 

14-21 d 

- TRAP Staining  

- Bone resorption in 

calcium phosphate 

apatite-coated plate  

- Western Blot 

- ELISA 

↓ RANKL  
↑ OPG 

↓ Signaling of 
Akt/ mTOR  
↓ TRAP     
↓ Formation of 
pits                                                      

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 ↓ Bone resorption 

 

Hsieh et al., 

(2015)[42] 

 

Table 1. Overview of in vitro studies with coumarins in osteoclastogenesis (continuation) 

Coumarin 

derivative 

Cell  

lines 
Culture system Duration Methods Results Conclusion References 

Wedelolactone 

BMCs 

 

RAW 

264.7 

 

Osteoclast Formation: RANKL (100 

ng/ml) 

 Treatment: 

Wedelolactone (1,25; 2,5 or 5 μg/ml) 

4-5 d 

- Bone resorption in 

dentine slices 

- Real-Time PCR 

- Western Blot  

- F-actin ring formation 

- Immunofluorescence 

staining 

↓ Signaling of 
NF-κB 

↓ c-Fos and 
NFATc1 

↓ Formation of 
filamentous 
actin 

↓ CTSK 

↓ Formation of 
pits                                                                                        

  

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 ↓ Bone resorption 

  

 

Liu et al., 

(2016)[61] 

Wedelolactone  

BMCs 

of mice 

 

RAW 

264.7 

 

 

Osteoclast Formation: RANKL (100 

ng/ml)                                                             

Treatment: Wedelolactone (1, 2 or 5 

μg/ml) 

4 d 

- TRAP Staining and 

activity  

- Bone resorption in 

dentine slice 

↓ TRAP    
↓ Formation of 
pits 

 

  

 

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 ↓ Bone resorption 

 

 

 

Deng et al., 

(2018)[41] 
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Xanthotoxin 
BMCs 

of mice 

Osteoclast Formation: 

M-CSF (50 ng/ml) + RANKL (100 

ng/ml)                                            

Treatment: 

Xanthotoxin (0,1 or 1 μM) 

3-5 d 

- TRAP staining and 

activity 

- Bone resorption in 

bone slices 

- Real-Time PCR 

- Western Blot 

- Actin cytoskeleton and 

focal adhesion 

- Ca2+ measurement 

↓ Signaling of 
CaMKKβ / PYK2 

↓ Oscillations 
of Ca2+ 

↓ c-Fos and 
NFATc1 

↓ DC-STAMP  
↓ TRAP 

↓ Formation of 
filamentous 
actin 

↓ CTSK  
↓ Formation of 
pits                                                                                                                                

 ↓ 
Osteoclastogenesis 

 ↓ Bone resorption 

 

Dou et al., 

(2016)[55] 

 

Abbreviations: ATPase H+ Transporting V0 Subunit D2(Atp6v0d2); Bone Marrow Cells (BMCs); Ca2+/calmodulin-dependent Protein Kinase Kinase β (CaMKKβ ); Proto-

oncogene protein (c-Fos); Cathepsin K (CTSK); Dendrite Cell-Specific Transmembrane Protein (DC-STAMP); Extracellular Signal–Regulated Kinases (ERKs); c-Jun N-

terminal kinases (JNKs); Human Peripheral Blood Monocytic Cells (PBMC); Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF); Matrix Metalloproteinase 9 (MMP-9); Mitogen-

Activated Protein Kinases (MAPKs); Nuclear Factor of Activated T-cells, Cytoplasmic 1 (NFATc1); Nuclear Factor-kappaB (NF-κB); Osteoclast Stimulatory Transmembrane 

Protein (OC-STAMP); Osteoclast-Associated Receptor (OSCAR); Osteoprotegerin (OPG);  p38 kinases (p38); Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-Β (RANK); 

Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-Β Ligand (RANKL); Tartrate-Resistant Acid Phosphatase (TRAP); TNF Receptor Associated Factor 6 (TRAF6)
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In this review, 22 different coumarins were studied throughout the selected articles (Fig. 

2), among which the predominant ones are osthole [45,49,59,63,68] and wedelolactone 

[8,41,42,61]. The other coumarins were evaluated in two or fewer studies; these included 

bergapten [51,52], daphnetin [44,64], decursin [56,62], psoralen [40,66], psoralidin [50,57], 

and praeruptorin A [48,65], 5'-hydroxy auraptene [38], 7-methoxycoumarin [49], aesculin [67], 

cinnamoyloxy-mammeisin [54], collinin [47], coumarin–triazole derivatives [46], 

coumermycin A1 [69], dalbergin [53], esculetin [39], fraxetin [60], novobiocin [69], scoparone 

[43], umbelliferone [58], and xanthotoxin [55]. 

      

Fig. 2 Structures of coumarin and derivatives. A schematic overview of the basic chemical structure of coumarin 

characterized by a 2H-chromen-2-one (1,2-benzopyrone or 2H-1-benzopyran-2-one) oxa-heterocycle and its 

derivatives that showed effects on osteoclasts. 
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3.1 Effects of coumarins on osteoclastogenesis in vitro upstream of NFATc1 

 

The RANKL-RANK link induces the recruitment of factor 6 associated with the tumor 

necrosis factor (TNF) receptor-associated factor 6 (TRAF6), which is involved in the activation 

of important downstream signaling pathways [29]. All coumarins evaluated in this review 

exhibited effects on osteoclastogenesis, according to the expression of bone markers. We 

subsequently compiled the signaling pathways evaluated in these studies. We found that several 

coumarins downregulated NF-κB, MAPK–JNK, p38, ERK, Akt, or calcium (Ca2+) signaling.  

 

Fig. 3 illustrates the distribution of the different coumarins and their respective targets. 

 

Fig. 3. Pathways of osteoclast differentiation and action targets for coumarins. RANKL is recognized by RANK 

to recruit TRAF6, leading to the activation of several signaling pathways, such as the canonical/non-canonical NF-

κB pathways, JNK phosphorylation, p-38 and ERK (MAPK activation), and Akt. These events culminate in the 

activation of c-Fos and NFATc1, which are essential transcription factors for differentiating osteoclasts. 

Additionally, there is the involvement of a co-stimulatory pathway associated with Ca2+ signaling through ITAM 

adapters for immunoglobulin type receptors, such as OSCAR, which activates NFATc1 through tyrosine 

phosphorylation of signaling molecules such as PLCγ2. Finally, NFATc1, together with AP-1 and MITF, 

orchestrates the transcription of specific genes important for osteoclast activity such as ATP6v0d2, DC-STAMP, 

CTSK, TRAP, and MMP-9. In contrast, the combination of M-CSF and C-Fms is important for osteoclast survival.  
 

A major pathway involved in osteoclastogenesis is the activation of the NF-κB [71] 

family. Not all studies considered in this review have evaluated this factor. However, most 

studies that have been included have identified that the following coumarins downregulated the 

NF-κB pathway: 5'-hydroxy auraptene, aesculin, bergapten, coumarin–triazole derivatives, 

high concentrations of daphnetin, low concentrations of osthole, psoralidin, and wedelolactone 
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[38, 44-46,52,57,61,63,67], in addition to coumermycin A1, daphnetin (low concentrations), 

decursin, esculetin, osthole (high concentrations), psoralen, and umbelliferone, which did not 

affect the phosphorylation of IκB [39,40,58,62,64,68,69] (Fig. 3; Table 1). 

In parallel, MAPK signaling, which leads to the induction of AP-1 and c-Fos, is related 

to the stimulation of OC differentiation [72]. Several authors have evaluated the effect of 

coumarins on MAPK signaling. Ten coumarins inhibited MAPKs, through inhibiting the 

phosphorylation of ERK, p38, and/or JNK, including 5'-hydroxy auraptene, aesculin, 

bergapten, coumermycin A1, daphnetin, decursin, fraxetin, praeruptorin A, psoralidin, and 

scoparone [38,43,48,52,57,60,62,64,67,69]. Esculetin, osthole, and umbelliferone, however, 

did not affect the phosphorylation of MAPKs [39,58,68]. In contrast, high concentrations of 

psoralen increased the phosphorylation of ERK [66]. The coumarins 5'-hydroxy auraptene, 

bergapten, coumermycin A1, daphnetin, decursin, praeruptorin A, psoralidin, and scoparone 

were correlated with decreased expression of c-Fos [38,43,48,52,57,62,64,69] (Fig. 3; Table 1). 

The other pathway that is involved in osteoclast differentiation is the PI3K/Akt pathway 

[73]. Akt induces osteoclast differentiation through the regulation of mTOR [74] and 

GSK3β/NFATc1 signaling cascades [75]. Praeruptorin A [48] and umbelliferone [58] reduced 

Akt expression, wedelolactone inhibited Akt/mTOR [42] signaling, and daphnetin suppressed 

activation of the Akt/GSK-3β [44] pathway. Esculetin and psoralen did not inhibit the 

phosphorylation of Akt [39,40] (Fig. 3; Table 1).  

Despite the effects of several coumarins on the NF-κB, MAPK, and Akt pathways, the 

effects of some coumarins on osteoclastic differentiation through co-stimulatory pathways 

associated with Ca2+ signaling have been evaluated. This pathway has not been well explored. 

Esculetin, praeruptorin A, and umbelliferone did not alter the phosphorylation of PLCγ2 

[39,48,58]. However, praeruptorin A reduced the Ca2+ oscillation [48] and the Ca2+/calmodulin-

calcineurin axis, which can reduce NFATc1 self-amplification [65]. Additionally, xanthotoxin 

reduced Ca2+ oscillations and the expression of protein kinases (CaMKKβ and Pyk2) dependent 

on the Ca2+/calmodulin axis [55], negatively modulating the expression of NFATc1 [48,55,65] 

(Fig. 3; Table 1). 

Among the included studies, only 11 did not evaluate the expression of NFATc1 

[8,40,41,42,46,47,49,50,51,53,59]. Nevertheless, 21 studies demonstrated that coumarins 

(Table 1) reduced the expression of NFATc1 [38,39,43-45,48,52,54-58,60-65,67-69], with the 

exception of a study on psoralen, which showed that psoralen at high concentrations, induced 

an increase in NFATc1 [66]. Through this review, we observed that most coumarins were 

reduced or that they did not consistently affect NF-κB, MAPK, or Ca2+ signaling through the 
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downregulation of NFATc1. The events upstream of NFATc1 are important for its nuclear 

translocation; the coding of several fundamental proteins for the fusion of pre-osteoclasts begins 

at this point [76]. A previous study demonstrated that psoralen increased the expression of 

ATPase H+ Transporting V0 Subunit D2 (ATP6v0d2) [66]; in contrast, aesculin, bergapten, 

cinnamoyloxy-mammeisin, daphnetin, decursin, praeruptorin A, and umbelliferone efficiently 

reduced the expression of ATP6v0d2 [52,54,58,62,64,65,67]. In addition, daphnetin, decursin, 

esculetin, praeruptorin A, and xanthotoxin expression of dendritic cell-specific transmembrane 

protein (DC-STAMP) [39,48,55,56,62,64,65]. Furthermore, esculetin reduced the osteoclast-

stimulatory transmembrane protein (OC-STAMP) [39] (Fig. 3; Table 1). 

OCs are multinucleated cells that secrete various enzymes, particularly tartrate-resistant 

acid phosphatase (TRAP), an enzyme widely used as a marker for these cells [77,78]. As 

expected, all coumarins induced a reduction in TRAP staining, consistent with the reduction in 

the formation of OCs [8,38-60,62-65,67-69]. Particularly, the coumarins aesculin, bergapten, 

daphnetin, esculetin, psoralidin, wedelolactone, and xanthotoxin have been shown to efficiently 

reduce the formation of the F-actin ring during the differentiation of pre-OCs 

[39,52,55,57,61,64,67] (Table 1). The exception, however, was the study in which the high 

psoralen concentration resulted in increased TRAP staining, as well as greater F-actin ring 

formation [66]. 

 

3.2 Coumarins and osteoclast activity 

 

The activity of OCs is related to the action of several adhesion proteins, such as αVβ3-

integrin, and the enzymes CTSK, TRAP, and MMP-9 [79]. Cinnamoyloxy-mammeisin, 

decursin, esculetin, osthole, and praeruptorin A reduced the expression of αV and/or β3-integrin 

in vitro [39,45,54,56,62,65]. 5'-Hydroxy auraptene, aesculin, bergapten, cinnamoyloxy-

mammeisin, coumermycin A1, daphnetin, decursin, esculetin, fraxetin, novobiocin, osthole, 

praeruptorin A, psoralidin, scoparone, umbelliferone, wedelolactone, and xanthotoxin 

effectively reduced the expression of CTSK [38,39,43-45,48,52,54-58,60-65,67,68,69], and 5'-

hydroxy auraptene, aesculin, cinnamoyloxy-mammeisin, collinin, daphnetin, and osthole 

[38,45,47,54,64,67,68] reduced that of MMP-9 (Fig. 3; Table 1). Only psoralen appeared to be 

associated with an increase in CTSK and TRAP [66].  

To confirm the anti-osteoclastogenic effects of the various coumarins included in this 

review, we verified their role in vitro OC functionality tests. Psoralen was shown to be 

associated with increased pit formation in bone slices [66]; eight studies did not perform any in 
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vitro functional reabsorption assay [8,43,46,53,56,59,65,67]. Nevertheless, most coumarins 

were reported to significantly reduce the resorptive function of OCs. Thus, 7-

methoxycoumarin, bergapten, daphnetin, fraxetin osthole, psoralidin, and xanthotoxin reduced 

pit formation on bone slices [44,49-52,55,57,60,68]; osthole reduced the reabsorbed area in 

osteoassay plates [45,63]; cinnamoyloxy-mammeisin, daphnetin, esculetin, and umbelliferone 

reduced the reabsorption area in hydroxyapatite-coated plates [39,54,58,64]; Coumermycin A1, 

decursin, and wedelolactone decreased the area in slices of tooth dentine [41,61,62,69]. The 

coumarins 5'-hydroxy auraptene and wedelolactone reduced the dissolution of calcium 

phosphate apatite-coated plate [38,42]; praeruptorin A decreased the dissolution of calcium 

phosphate thin films coated onto various culture vessels [48]; collinin decreased the release of 

collagen helical peptide on the human bone plate [47] (Table 1). 

 

4 Discussion 

 

Coumarins have several biological effects [21]. However, there is no consensus 

regarding their potential in the treatment of lytic bone diseases, considering that the intrinsic 

mechanisms of coumarins in this disease are not well understood. In this review, we summarize 

the studies published in the literature in the last 10 years regarding the mechanisms of action of 

coumarins in the formation and activation of in vitro OCs. Most of the articles included were 

published in the last 5 years, which shows a current trend in the investigation of coumarins as 

modulators of the osteoclastogenesis process. 

In vitro research enables the investigation of intracellular pathways and molecular 

mechanisms that influence osteoclastogenesis [80]. Thus, the culture models considered in the 

various articles consist of classic methods that are fundamental for the study of bone biology 

and suitable for evaluating the effect of substances and products on the formation and activity 

of OCs [81]. 

Several isolated substances and compounds derived from medicinal plants, such as 

flavonoids, terpenoids, and alkaloids, exert effects on the formation and activity of OCs by 

modulating several intracellular signaling pathways and key regulators of the 

osteoclastogenesis process [82]. In nature, there exist highly diverse coumarin compounds, 

whose common base is the 1,2-benzopyrone oxa-heterocycle structure. It has been reported that 

substitution patterns can affect the pharmacological, biochemical, and therapeutic properties of 

coumarins [21]. For instance, based on the correlation between its chemical structure and the 

mechanism of its action on osteoclasts, the 8-prenyl group of the osthole molecule is related 
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with major antiosteoclastogenic and bone antiresorptive effects when compared to 7-

methoxycoumarin, which does not contain the 8-prenyl group [49]. However, as different 

coumarins have been studied in different in vitro studies, the exact structure-activity 

relationship of the coumarins on osteoclasts is not yet fully understood.  

 Considering the intracellular pathways involved in osteoclastogenesis, coumarins have 

been reported to downregulate NF-κB, MAPK, Akt, and Ca2+ signaling. The NF-κB family, 

which consists of p50, p52, RelA, RelB, and c-Rel, is classically related to osteoclastogenesis. 

The canonical pathway activates most NF-κB dimers as a result of IκB phosphorylation, which 

is stimulated primarily by TNF-α. The non-canonical pathway leads to the activation of the 

p52–RelB-dependent p100 phosphorylation heterodimer. Many inducers comprise a subgroup 

of the TNF receptor superfamily, including RANK; the signal associated with this protein is 

mediated primarily by TRAF6. In the nucleus, NF-κB initiates the transcription of target genes, 

such as NFATc1 [83]. 5'-Hydroxy auraptene, aesculin, bergapten, coumarin–triazole 

derivatives, daphnetin (high concentrations), osthole (low concentrations), psoralidin, and 

wedelolactone have been shown to reduce the activity of NF-κB, which culminates in decreased 

osteoclastogenesis. Mice doubly deficient in p50 and p52 develop severe osteopetrosis [84]. 

Some coumarins, however, were not found to reduce NF-κB, such as coumermycin A1, 

decursin, esculetin, psoralen, and umbelliferone, even though they are related to the reduction 

of osteoclastogenesis. This observation suggests that not all coumarins act on OCs via the NF-

κB pathway. 

MAPK signaling induced by RANKL stimulation occurs through phosphorylation of 

ERK, JNK, and p38; the suppression of its activity reduces the formation of OCs [71]. In the 

studies included in this review, the coumarins 5'-hydroxy auraptene, aesculin, bergapten, 

coumermycin A1, daphnetin, decursin, fraxetin, praeruptorin A, psoralidin, and scoparone 

reduced at least one of the kinases through mechanisms related to the reduction of 

osteoclastogenesis. The use of the specific p38 inhibitor resulted in the inhibition of the 

differentiation of OCs [85], and the gene deletion of ERK1, JNK1, and p38 reduced the 

formation of OCs [86-88]. However, the coumarins esculetin and umbelliferone, which have 

exhibited the ability to reduce osteoclastogenesis, did not affect this pathway, regardless of NF-

κB and MAPK signaling. 

MAPK signaling is associated with the AP-1/c-Fos axis, which regulates the 

differentiation of OCs [72]. c-Fos is a transcription factor, a member of the activator protein-1 

(AP-1) family. c-Fos-knockout mice exhibit osteopetrosis [89], and overexpression of NFATc1 

in cells with c-Fos deficiency rescued osteoclastogenesis [90]. Although the coumarins 
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esculetin, osthole, umbelliferone, wedelolactone, and xanthotoxin need to be further studied for 

their effect on the MAPK/AP-1 axis has not been fully evaluated [39,55,58,61,68], the 

coumarins 5'-hydroxy auraptene, bergapten, coumermycin A1, daphnetin, decursin, esculetin, 

osthole, praeruptorin A, psoralidin, scoparone, umbelliferone, wedelolactone, and xanthotoxin 

have been reported to downregulate the expression of c-Fos 

[38,39,43,48,52,55,57,58,61,62,64,68,69]. However, the other studies included in this review 

did not evaluate the c-Fos protein. 

RANKL/RANK as well as M-CSF/c-Fms active PI3K induce Akt signaling in osteoclast 

precursors or mature osteoclasts to promote proliferation and differentiation, and to attenuate 

apoptosis of osteoclasts [73,91]. The use of the PI3K inhibitor (LY294002) reduces the survival 

of precursor cells of OCs [73]. Additionally, Akt deficiency impairs osteoclastogenesis and 

bone resorption [92] by regulating mTOR and GSK3β/NFATc1 signaling cascades. In fact, the 

overexpression of a constitutively active form of GSK-3β reduces the differentiation of OCs by 

downregulating NFATc1 [91,75], as well as the inhibitor of mTOR (rapamycin) reduces the 

differentiation and survival of OCs [74]. In this review, although esculetin and psoralen did not 

inhibit Akt phosphorylation, praeruptorin A and umbelliferone reduced Akt expression, 

wedelolactone inhibited Akt/mTOR signaling, and daphnetin suppressed activation of the 

Akt/GSK-3β pathway, and no other Akt-dependent signaling was found related to coumarins, 

but these coumarins presented anti-osteoclastogenic activity. 

The binding of RANKL to RANK on osteoclast precursors leads to the recruitment of 

TRAF6, which activates several downstream signaling pathways [29,30]. Besides NF-κB, 

MAPK, and Akt pathways, increase in intracellular calcium concentration is a fundamental 

process for mediating osteoclastogenesis and bone resorption. The Cγ2 phospholipase (PLCγ2) 

pathway is a co-stimulatory pathway for RANKL-dependent Ca2+ oscillation [93]. Cytosolic 

Ca2+ binds to calmodulin (CaM), which results in the activation of CaM-dependent enzymes 

such as phosphatase calcineurin [94,95] and favors the amplification of NFATc1. Oscillations 

in intracellular Ca2+ concentrations also depend on the pathway regulated by tyrosine kinase 

(SYK), through pairing with the osteoclast-associated receptor (OSCAR), followed by PLCγ2 

phosphorylation and activation of the Ca2+/calmodulin pathway, which induce self-

amplification of NFATc1 [71,93].  

Among the 5 studies that evaluated this pathway, praeruptorin A and xanthotoxin were 

associated with less Ca2+/calmodulin axis activity, consistent with the use of calmodulin 

antagonists (calmidazolium and trifluoperazine) that potently inhibit osteoclastogenesis and 

bone resorption by this route [96]. However, praeruptorin A, in addition to esculetin and 
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umbelliferone, did not reduce PLCγ2 phosphorylation. Interestingly, praeruptorin A reduced 

Ca2+ oscillations without decreasing PLCγ phosphorylation [48]. Recently, it was reported that 

RANKL-induced Ca2+oscillation involves the release not only via PLCγ activation but also 

through Ca2+ channels, such as store-operated Ca2+ entry (SOCE) and transient receptor 

potential (TRP), which contribute to the role of intracellular Ca2+ signaling in the differentiation 

of OCs [93]. In fact, 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) and SKF-96365, blockers of 

SOCE channels, were reported to significantly decrease osteoclastic survival and bone 

resorption [97]. Given the scarcity of studies evaluating the effects of coumarins on this 

pathway, Ca2+ signaling needs to be better explored, especially given the apparent potential of 

coumarins to modulate this pathway.  

In this review, we found that most coumarins effectively reduced osteoclastogenesis. 

However, some coumarins, such as 7-methoxycoumarin, cinnamoyloxy-mammeisin, collinin, 

dalbergin, and novobiocin, have not been evaluated for the involvement of NF-κB, MAPK, Akt, 

or Ca2+signalings [47,53,54,69]. In addition, the mechanisms of action of coumarin–triazole 

derivatives and xanthotoxin have not been clearly elucidated since few pathways upstream of 

NFATc1 have been evaluated [46,55]. It is also noted that the reduction in osteoclastogenesis 

by Esculetin was not necessarily associated with NF-κB, MAPK, Akt, or Ca2+ signaling signals. 

Interestingly, esculetin did not reduce the signaling of NF-κB, MAPKs, Akt, and PLCγ2; 

however, it reduced the expression of c-Fos and NFATc1. In this context, the overexpression 

of c-Fos or NFATc1 reversed the action of esculetin on osteoclastogenesis, suggesting that the 

negative regulation of these genes was responsible for the inhibitory effect of this coumarin on 

OCs [39]. 

The NF-κB, MAPK, Akt, and Ca2+ signaling pathways represent important pathways in 

the modulation of osteoclastic differentiation; all lead to the activation of NFATc1. Most 

coumarins reduced the expression of NFATc1, which was expected since NFATc1 is the master 

regulator of osteoclastogenesis; therefore, the inhibition of NFATc1 may be a common target 

for the anti-osteoclastogenic effects of coumarins. In fact, NFATc1 knockout mice exhibit an 

osteopetrotic bone phenotype [98]. In an NFATc1-deficient cell culture system, 

osteoclastogenesis is unsatisfactory. However, the ectopic expression of NFATc1 in these cells 

in the absence of RANKL can induce differentiation of OCs [99]. NF-κB, MAPK, and Akt 

signaling lead to the initial induction of NFATc1, while Ca2+ signaling acts in the intermediate 

stage of osteoclastogenesis, facilitating the self-amplification of NFATc1. These events lead to 

the nuclear translocation of NFATc1 and consequent coding of specific genes for OCs [71]. In 

summary, the coumarins reduce upstream NFATc1 signaling pathways and thus compromise 
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the formation and function of OCs. However, processes downstream of NFATc1 can also 

contribute greatly to the de facto formation of OCs. 

OC formation requires the expression of genes related to the fusion of pre-OCs, such as 

Atp6v0d2 and DC-STAMP [100]. Although they are important in the osteoclastogenesis 

process, few studies have evaluated fusion markers, which may indicate that few targets have 

been explored with respect to the effect of coumarins. In this review, only daphnetin, decursin, 

and praeruptorin A were evaluated for their effect on these proteins; these coumarins have been 

reported to reduce the expression of Atp6v0d2 and DC-STAMP, indicating that inhibition of 

cell fusion is one of their mechanisms for OC inhibition. In fact, mice deficient in DC-STAMP 

and Atp6v0d2 presented osteopetrosis, with a predominance of undifferentiated mononuclear 

cells [100,101].  

Active OCs need to adhere to the bone matrix to promote bone resorption, which occurs 

after the organization of its cytoskeleton and formation of the F-actin ring. Well-polarized actin 

rings are a prerequisite for efficient bone resorption [71,102]; this polarization process depends 

on αVβ3-integrin, enabling OCs to adhere to the bone matrix by linking αvβ3 integrin 

receptors/bone matrix peptides [103]. Similar to the fusion markers of pre-OCs, markers of their 

adhesion to the bone matrix have been poorly studied. Thus, cinnamoyloxy-mammeisin, 

decursin, esculetin, osthole, and praeruptorin A efficiently reduced the expression of αv and/or 

β3 integrins, demonstrating their role in compromising the adhesion of OCs to the bone matrix 

and, consequently, affecting the expression of enzymes necessary for the dissolution of mineral 

hydroxyapatite and degradation of the organic matrix [104]. 

The dissolution and digestion of bone structure are the result of the activity of enzymes, 

including proteases, such as TRAP, CTSK, and MMP-9 [71,79]. In this review, with the 

exception of the study with psoralen [66], all other studies on coumarins, as expected, used 

TRAP staining as the main marker of osteoclastogenesis [77,78]. TRAP performs several 

functions in the bone system, such as skeletal development and collagen degradation [78]. 

Additionally, most coumarins were shown to reduce CTSK, which is expressed at high levels 

in OCs and the main function of which is collagen degradation [105]; CTSK-knockout mice 

developed osteopetrosis due to a deficiency in bone matrix degradation [106]. Few studies 

evaluated the inhibition of MMP-9 by certain coumarins, such as 5'-hydroxy auraptene, 

aesculin, cinnamoyloxy-mammeisin, collinin, daphnetin, and osthole. The role of MMPs 

mainly consists of degrading components of the extracellular matrix [107]. Additionally, certain 

coumarins have been shown to reduce V-ATPases, which, in addition to being related to cell 

differentiation, control the extracellular acidification of OCs; V-ATPases are a key factor in the 
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bone resorption environment [108]. Therefore, changes in the expression of these enzymes can 

lead to a reduction in bone resorption. 

Studies related to the deficiency of hydrolysis of inorganic hydroxyapatite and reduced 

degradation of the organic bone matrix, primarily collagen, are essential for the evaluation of 

OC activity [109]. Although functional resorption in vitro has not been evaluated through the 

application of aesculin, coumarin–triazole derivatives, dalbergin, and novobiocin, these 

coumarins reduced the expression of TRAP, and many of them reduced bone loss in in vivo 

models [53,67,69]. In addition, the other coumarins efficiently reduced bone resorption. 

Furthermore, bergapten has been reported to induce apoptosis in mature OCs, suggesting that 

bergapten prevents osteoclastic bone resorption, primarily via inhibition of OC function and 

survival [51]. In particular, daphnetin (inhibiting NF-κB, ERK, and Akt/GSK-3β) and osthole 

(inhibiting NF-κB and increasing the OPG/RANKL ratio) reduced the expression of CTSK, 

TRAP, and MMP-9 and inhibited the function of OC in vitro, as well as bone loss in LPS-

induced osteolysis, ovariectomy, and renal osteodystrophy models [59,63,64,68]. These results 

indicate that they could be good candidates for bone resorption control. 

The mechanisms of action of psoralen have not been well explored. In one of the studies 

reviewed here, low concentrations of psoralen reduced the nuclear translocation of c-jun, 

without affecting the phosphorylation of p65, IκB, ERK, c-jun, and Akt [40] and without 

significant reduction in CTSK, MMP-9, and bone resorption in bone slices [40]. When used at 

high concentrations, psoralen increased the number and size of OCs and increased bone 

resorption in a concentration-dependent manner; these effects were associated with increased 

phosphorylation of ERK [66]. Nevertheless, psoralen has been shown to accelerate bone healing 

in vivovia facilitating bone remodeling; it has demonstrated the ability to potentiate the action 

of both OCs and OBs [66]. 

Other coumarins, such as aesculin, bergapten, cinnamoyloxy-mammeisin, dalbergin, 

daphnetin, decursin, fraxetin, novobiocin, osthole, praeruptorin A, psoralidin, umbelliferone, 

wedelolactone, and xanthotoxin reduced bone resorption in several in vivo models [52-65,67-

69], consistent with in vitro results. 

It is important to highlight that not all markers were considered throughout the reviewed 

articles, which does not imply that coumarins do not impact these markers. This indicates that 

there are several targets that need to be explored. In summary, most coumarins included in this 

review demonstrated downregulation of signaling pathways required for OC development, 

including NF-κB, MAPK, Akt, and Ca2+ signaling, as well as processes downstream of the 

NFATc1 pathway, especially associated with important osteoclastogenesis genes, such as 
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Atp6v0d2, TRAP, CTSK, and MMP-9. These reports confirm the role of coumarins in 

restricting the formation and function of OCs. 

 

5 Study limitation 

 

1. Due to the heterogeneity of coumarins, cell types, stimuli for osteoclastogenesis, biomarkers, 

and differentiation periods, the data reported in this review could not be analyzed quantitatively. 

2. In this review, only those factors that control the process of differentiation and activation of 

OCs through RANKL signaling were considered. We did not include factors that regulate the 

recruitment, migration, and adhesion of progenitor cells under inflammatory conditions. 

 

6 Conclusion and future prospects 

 

The studies included in this review showed that the mechanisms of action of various 

coumarins were consistent with anti-osteoclastogenic and anti-bone resorptive activity, which 

indicates the potential of coumarins in the control of bone diseases. However, further 

investigations are needed to clarify the pharmacological profile of some coumarins to guarantee 

their efficacy and safety and, therefore, justify the proposal for randomized controlled trials on 

these compounds. In summary, most studies have shown that coumarins reduce the formation 

and activity of OCs, with a consequent reduction in bone resorption. 
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