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Silva LR. Cistatina da Maquiberry inibe atividade da catepsina K e estimula a 
diferenciação osteogênica de células pulpares humanas [tese de doutorado]. 
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2025. 

RESUMO 
Cistatinas são inibidores endógenos de cisteíno proteases que exercem controle da 
degradação proteolítica da matriz extracelular. Fitocistatinas, por sua vez, 
correspondem às cistatinas de origem vegetal, e algumas já foram obtidas por meio 
de expressão recombinante, como a MaquiCPI-3, isolada da planta Aristotelia 
chilensis ou maqui, cujo fruto é denominado maquiberry. Tanto os frutos quanto as 
folhas são tradicionalmente utilizadas na terapêutica popular, fundamentado em suas 
propriedades bioativas, como as ações anti-inflamatória e antioxidante. O presente 
estudo teve como objetivo avaliar a capacidade da MaquiCPI-3 em inibir a atividade 
da cisteíno protease catepsina K (CatK) humana, bem como investigar sua 
citotoxicidade, seu efeito sobre a proliferação e diferenciação osteo/odontogênica, 
além de seu potencial quimiotático em células da polpa dental humana (hDPCs). A 
atividade inibitória da MaquiCPI-3 contra a CatK foi medida em espectrofluorímetro, 
utilizando o substrato fluorogênico Z-PheArg-AMC. As hDPCs, obtidas de três 
doadores, foram caracterizadas por citometria de fluxo quanto à expressão dos 
marcadores CD90, CD73 e CD105 (associados a células-tronco mesenquimais) e 
CD34 e CD45 (relacionados a células hematopoiéticas). Após a caracterização, 
células tratadas com MaquiCPI-3 e células controle (não tratadas) foram avaliadas 
quanto à viabilidade celular, por meio do ensaio de metil-tiazol-tetrazólio (MTT); 
quimiotaxia, por meio do ensaio de migração celular em câmara de Transwell; 
proliferação celular, por meio do ensaio de incorporação de bromodeoxiuridina (BrdU); 
atividade de fosfatase alcalina, pela liberação de timolftaleína; e à expressão gênica 
de marcadores relacionados à diferenciação osteogênica e odontogênica, avaliada 
por reação em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (RT-qPCR). Os dados 
foram analisados utilizando ANOVA seguida dos pós-testes de Tukey ou Dunnett, 
conforme apropriado, e os testes não paramétricos de Kruskal-Wallis e Dunn para 
dados com distribuição não normal (α = 0,05). A MaquiCPI-3 apresentou elevado 
potencial de inibição da enzima CatK, com Ki de 1,72 nM, e não demonstrou 
citotoxicidade para hDPCs. Embora não tenha estimulado a proliferação de hDPCs 
nem exibido efeito quimiotático (p>0,05), promoveu aumento significativo na formação 
de nódulos mineralizados e na atividade da fosfatase alcalina em comparação ao 
controle (p<0,05). Além disso, induziu maior expressão dos marcadores osteogênicos 
BMP-2 e osteocalcina (OC), em relação ao controle (p<0,05). Por outro lado, não 
houve indução da expressão de RUNX2, COL1A1, ALP e BSP. Quanto aos 
marcadores dentinogênicos DMP-1 e DSPP, não foram detectados transcritos. 
Conclui-se que embora a MaquiCPI-3 não tenha estimulado a proliferação e migração, 
sua capacidade de inibir a catepsina K e induzir o fenótipo osteogênico demonstra 
potencial promissor para aplicação em estratégias terapêuticas voltadas ao reparo e 
regeneração dos tecidos pulpar e periapical, bem como ao controle da reabsorção 
óssea.  

Palavras – chave: Polpa dentária; Catepsinas; Cistatinas. 



Silva LR. Maquiberry cystatin inhibits cathepsin K activity and stimulates osteogenic 
differentiation of human pulp cells [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de 
Odontologia da UNESP; 2025. 

ABSTRACT 
Cystatins are endogenous inhibitors of cysteine proteases that regulate the proteolytic 
degradation of the extracellular matrix. Phytocystatins, in turn, are plant-derived 
cystatins, and some have already been obtained through recombinant expression, 
such as MaquiCPI-3, isolated from the plant Aristotelia chilensis (maqui), whose fruit 
is known as maqui berry. Both fruits and leaves are traditionally used in folk medicine, 
owing to their bioactive properties, including anti-inflammatory and antioxidant 
activities. This study aimed to evaluate the ability of MaquiCPI-3 to inhibit the activity 
of the human cysteine protease cathepsin K (CatK), as well as to investigate its 
cytotoxicity, effects on proliferation and osteo/odontogenic differentiation, and its 
chemotactic potential in human dental pulp cells (hDPCs). The inhibitory activity of 
MaquiCPI-3 against CatK was measured using a spectrofluorometer with the 
fluorogenic substrate Z-Phe-Arg-AMC. hDPCs, obtained from three donors, were 
characterized by flow cytometry for the expression of CD90, CD73, and CD105 
(mesenchymal stem cell markers) and CD34 and CD45 (hematopoietic cell markers). 
After characterization, MaquiCPI-3–treated cells and untreated control cells were 
assessed for cell viability using the methylthiazol-tetrazolium (MTT) assay; 
chemotaxis, through the Transwell migration assay; cell proliferation, via the 
bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation assay; alkaline phosphatase (ALP) activity, 
by thymolphthalein release; and the gene expression of osteogenic and odontogenic 
markers, evaluated by quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-qPCR). 
Data were analyzed using ANOVA followed by Tukey’s or Dunnett’s post hoc tests, as 
appropriate, and the Kruskal-Wallis and Dunn’s nonparametric tests for non-normally 
distributed data (α = 0.05). MaquiCPI-3 showed high inhibitory potential against CatK, 
with a Ki of 1.72 nM, and exhibited no cytotoxicity toward hDPCs. Although it did not 
stimulate hDPC proliferation or show chemotactic effects (p > 0.05), it significantly 
increased mineralized nodule formation and alkaline phosphatase activity compared 
to the control (p < 0.05). Moreover, it induced higher expression of the osteogenic 
markers BMP-2 and osteocalcin (OC) relative to the control (p < 0.05). Conversely, it 
did not induce the expression of RUNX2, COL1A1, ALP, or BSP. Regarding the 
dentinogenic markers DMP-1 and DSPP, no transcripts were detected. In conclusion, 
although MaquiCPI-3 did not stimulate proliferation or migration, its ability to inhibit 
CatK and induce the osteogenic phenotype demonstrates promising potential for 
therapeutic strategies targeting pulp and periapical tissue repair and regeneration, as 
well as the control of bone resorption. 

Keywords: Dental pulp; Cathepsins; Cystatins. 
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1 INTRODUÇÃO 

Em condições fisiológicas normais, o processo de remodelação óssea é 

regulado pela ação coordenada dos osteoclastos, responsáveis pela reabsorção do 

tecido ósseo, e dos osteoblastos, encarregados de sua formação, assegurando a 

integridade estrutural e a manutenção da homeostase1,2. No entanto, o desequilíbrio 

desse mecanismo, com predominância da atividade osteoclástica, pode resultar no 

desenvolvimento de distúrbios como osteoporose, artrite, doença periodontal e 

periodontite apical3-5. 

Os osteoclastos apresentam a zona de selamento, responsável por sua firme 

adesão à superfície óssea, e a borda ondulada, onde ocorre a solubilização da matriz 

mineral por meio da acidificação local6. Após essa etapa, a matriz orgânica, composta 

predominantemente por colágeno tipo I, é degradada por enzimas proteolíticas. 

Dentre elas, destacam-se as metaloproteinases da matriz (MMPs), que atuam na 

remoção e remodelação dos componentes orgânicos, e as cisteíno proteases, como 

a catepsina K (CatK), com papel chave na degradação do colágeno7,8. 

As cisteíno proteases são expressas em todos os organismos, incluindo vírus, 

bactérias, fungos, plantas e animais e está envolvida em uma variedade de processos 

fisiológicos e patogênicos9. Dentre as cisteíno proteases de humanos, a CatK é a 

principal protease lisossomal expressa em altos níveis pelos osteoclastos10, sendo 

fundamental no processo de reabsorção óssea11. Ela está envolvida na degradação 

do colágeno tipo I, principal componente da matriz óssea orgânica, e do colágeno tipo 

II12,13, promovendo degradação tecidual14. Além disso, a CatK participa da indução da 

diferenciação de osteoclastos15,16 e atua na regulação de sua função, assim como na 

dos macrófagos17.  

No contexto da periodontite apical, a CatK está diretamente relacionada ao 

desenvolvimento da lesão periapical18,19, com aumento de sua expressão na presença 

de inflamação periapical20. O silenciamento do gene da CatK reduziu a reabsorção 

óssea e a expressão de citocinas inflamatórias em modelos de lesões periapicais em 

ratos21. O uso de inibidores sintéticos da CatK também mostrou efeitos benéficos, 

como a redução da expansão das lesões, do número de macrófagos e osteoclastos, 

e da produção de citocinas pró-inflamatórias em modelos de periodontite apical22,23. 

Além disso, o desequilíbrio da CatK com aumento de sua expressão também tem sido 

associado a diversas doenças, como osteoporose, osteoartrite, doenças 
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cardiovasculares, doenças neurológicas, câncer, doença periodontal, entre outras3,24-

27. Estudos com depleção genética da CatK evidenciaram redução significativa da

inflamação e da perda óssea em modelos de artrite reumatoide e doença periodontal, 

com diminuição de osteoclastos, macrófagos, células dendríticas e células T28. 

Diante disso, a CatK tem sido considerada um alvo terapêutico promissor. Os 

inibidores de CatK representam uma estratégia terapêutica não apenas para doenças 

musculoesqueléticas, como osteoporose e osteoartrite27, mas também para 

periodontite apical e doença periodontal29,30. Medicamentos sintéticos, desenvolvidos 

para bloquear seletivamente a CatK estão sendo cada vez mais estudados31. No 

entanto, apesar dos avanços, até o momento nenhum inibidor de CatK foi aprovado 

pelo Food and Drug Administration (FDA) para uso clínico, e poucos permanecem em 

investigação32,33.  

Os principais desafios no desenvolvimento de inibidores da CatK envolvem o 

equilíbrio entre eficácia e segurança34. Diversos fármacos mostraram resultados 

promissores, mas foram descontinuados devido a efeitos adversos. Odanacatib 

(Merck) aumentou a densidade mineral óssea e reduziu fraturas, mas foi associado a 

um maior risco de acidente vascular cerebral35,36. Balicatib (Novartis) também 

melhorou a densidade óssea, porém causou espessamento cutâneo semelhante à 

morfeia37. ONO-5334 (Ono Pharmaceutical) apresentou bons resultados iniciais, mas 

levou ao aumento do número de osteoclastos e alterações funcionais após a 

interrupção do tratamento38. 

Além dos inibidores sintéticos, inibidores endógenos como as cistatinas, 

proteínas que atuam como inibidores reversíveis das cisteíno proteases, também têm 

sido estudados39. Essas proteínas são classificadas em quatro famílias: três com 

origem animal e uma de origem vegetal, conhecidas como fitocistatinas40. As 

fitocistatinas são inibidoras naturais de cisteíno proteases de plantas41. Algumas 

fitocistatinas produzidas de forma recombinante, como a Csin-CPI-2 derivada de 

Citrus sinensis ou laranjeira doce, e as canacistatinas derivadas da cana-de-açúcar, 

inibem a atividade enzimática das catepsinas humanas, incluindo a catepsina K42,41. 

Adicionalmente, a Csin-CPI-2 reduziu a inflamação, a perda óssea alveolar em 

periodontite induzida por ligadura em camundongos, bem como a 

osteoclastogênese43. 

Além de atuarem como inibidores das catepsinas, apresentarem atividade anti-

inflamatória e reduzirem a osteoclastogênese, estudos mostram que as fitocistatinas 
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também podem exercer efeitos pró-osteogênicos. A CsinCPI-2 promoveu efeito pró-

osteogênico in vitro em células da polpa dentária humana (hDPCs), com aumento da 

atividade da fosfatase alcalina (ALP), formação de nódulos mineralizados e elevação 

da expressão gênica de marcadores osteogênicos, como BMP-2, RUNX2, ALP, 

osteocalcina e sialoproteína óssea (BSP)42. De forma semelhante, a cistatina derivada 

da cana-de-açúcar (CaneCPI-1) induziu a diferenciação osteogênica em hDPCs44. A 

CaneCPI-5 também induziu expressão de biomarcadores clássicos do fenótipo 

osteogênico, como BMP-2, Osterix e ALP em pré-osteoblastos MC3T3-E145. Além das 

fitocistatinas, resultados semelhantes foram observados com o uso da cistatina C 

(CysC; BioVender Laboratory Medicine, Brno, Czech Republic) em células da medula 

óssea e da calvária de camundongos, que apresentaram aumento da expressão de 

BMP-2 e RUNX2, além da elevação da atividade da ALP, da mineralização da matriz 

e da formação óssea na calvária46. Os estudos com as referidas fitocistatinas 

evidenciam o seu potencial promissor para aplicações no reparo do tecido pulpar e 

periapical, bem como em procedimentos endodônticos regenerativos.  

Mais recentemente, foram desenvolvidas e produzidas de forma recombinante 

cistatinas derivadas da maqui47. A maqui (Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz), também 

conhecida como macqui, clon, maquie, queldron ou koelon, é uma planta pertencente 

à família Elaeocarpaceae, nativa da América do Sul, especialmente da região da 

Patagônia, no Chile e na Argentina. Essa espécie produz pequenos frutos de 

coloração roxa intensa, chamados maquiberries, amplamente consumidos in natura 

ou utilizados na preparação de geleias, sucos, vinhos, chás e outros produtos 

alimentícios48,49.  

Tanto os frutos quanto as folhas da maqui possuem efeito anti-inflamatório e 

são tradicionalmente empregados na medicina popular sul-americana para o 

tratamento de diversas condições, como dores de garganta, enfermidades renais e 

digestivas, febres e cicatrização de feridas50,49. A maqui vem se destacando por 

apresentar fitoquímicos em grandes quantidades, principalmente as antocianinas49. 

As antocianinas conferem a ela propriedades antioxidativa51, anti-inflamatória50,51, 

cardioprotetiva52, antiaterogênica, antidiabética, entre outras49,51. Essas propriedades 

mostram o potencial da maqui como fonte de compostos bioativos com aplicações na 

saúde humana. 

Recentemente o grupo do Prof. Flávio Henrique Silva (Universidade Federal de 

São Carlos, Departamento de Genética e Evolução) construiu transcriptoma da maqui 
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usando next-generation sequencing, e encontraram seis cistatinas recombinantes 

derivadas da Maqui: MaquiCPI-1, MaquiCPI-2, MaquiCPI-3, MaquiCPI-4, MaquiCPI-5 

e MaquiCPI-647. Cinco delas foram clonadas, expressas de forma recombinante e 

mostraram inibição contra papaína e catepsinas B e L humanas. Isso sugere o uso 

potencial das maquicistatinas no tratamento de doenças humanas47. Das cinco 

maquicistatinas, a MaquiCPI-3, apresentou o maior rendimento de produção (mais de 

100 mg por litro de cultura de E. coli47 e por isso foi escolhida como alvo deste estudo. 

Embora a MaquiCPI-3 tenha demonstrado capacidade de inibir a papaína e as 

catepsinas humanas B e L, sua ação inibitória sobre a CatK, enzima que desempenha 

papel central nos processos de reabsorção óssea53, inclusive na patogênese da 

periodontite apical21, ainda não foi investigada. No entanto, a relevância da MaquiCPI-

3 na Odontologia tem sido evidenciada por estudos que demonstraram seu efeito 

protetor promissor contra o estágio inicial da erosão dentária in vitro, destacando seu 

potencial para futuras aplicações em produtos voltados à proteção do esmalte e da 

dentina47,54.  

A endodontia regenerativa baseia-se em princípios biológicos para restaurar o 

complexo dentino-pulpar e os tecidos periapicais, empregando substâncias capazes 

de estimular células-tronco mesenquimais a se diferenciar em células produtoras dos 

tecidos comprometidos55. A busca por substâncias bioativas que induzem a 

diferenciação osteoblástica e/ou odontoblástica de células-tronco mesenquimais 

constitui um dos principais desafios no desenvolvimento de abordagens terapêuticas 

voltadas à reparação pulpar, periapical e à regeneração endodôntica56.  

Considerando o potencial osteoindutor já demonstrado por fitocistatinas em 

diferentes modelos42,57,43,45, bem como a sua capacidade de inibir a CatK58,42, o 

presente estudo investiga a MaquiCPI-3 como uma candidata promissora para 

aplicações em reparação e regeneração tecidual. Para isso, são analisadas suas 

interações com células da polpa dentária humana (hDPCs), com foco na 

biocompatibilidade e nos processos celulares relacionados à regeneração/reparação. 

A hipótese é que a MaquiCPI-3 é capaz de inibir a CatK e de modular positivamente 

a viabilidade, migração, proliferação e diferenciação osteo/odontogênica dessas 

células. 
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7 CONCLUSÃO 

Conclui-se que a MaquiCPI-3 inibiu a atividade da CTSK humana, não 

apresentou citotoxicidade e induziu a diferenciação osteogênica de hDPCs. Embora 

não tenha estimulado a proliferação ou migração celular, sua capacidade de induzir 

fenótipo osteogênico e inibir a CTSK demonstra potencial promissor para sua 

aplicação em estratégias terapêuticas voltadas ao reparo pulpar e periapical, bem 

como controle da reabsorção óssea. 
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