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

RESUMO

Cistatinas sao inibidores enddgenos de cisteino proteases que exercem controle da
degradagdo proteolitica da matriz extracelular. Fitocistatinas, por sua vez,
correspondem as cistatinas de origem vegetal, e algumas ja foram obtidas por meio
de expressdo recombinante, como a MaquiCPI-3, isolada da planta Aristotelia
chilensis ou maqui, cujo fruto € denominado maquiberry. Tanto os frutos quanto as
folhas sao tradicionalmente utilizadas na terapéutica popular, fundamentado em suas
propriedades bioativas, como as ag¢des anti-inflamatéria e antioxidante. O presente
estudo teve como objetivo avaliar a capacidade da MaquiCPI-3 em inibir a atividade
da cisteino protease catepsina K (CatK) humana, bem como investigar sua
citotoxicidade, seu efeito sobre a proliferacdo e diferenciacédo osteo/odontogénica,
além de seu potencial quimiotatico em células da polpa dental humana (hDPCs). A
atividade inibitoria da MaquiCPI-3 contra a CatK foi medida em espectrofluorimetro,
utilizando o substrato fluorogénico Z-PheArg-AMC. As hDPCs, obtidas de trés
doadores, foram caracterizadas por citometria de fluxo quanto a expressdo dos
marcadores CD90, CD73 e CD105 (associados a células-tronco mesenquimais) e
CD34 e CDA45 (relacionados a células hematopoiéticas). Apds a caracterizagao,
células tratadas com MaquiCPI-3 e células controle (ndo tratadas) foram avaliadas
quanto a viabilidade celular, por meio do ensaio de metil-tiazol-tetrazolio (MTT);
quimiotaxia, por meio do ensaio de migracao celular em camara de Transwell;
proliferagao celular, por meio do ensaio de incorporagao de bromodeoxiuridina (BrdU);
atividade de fosfatase alcalina, pela liberagdo de timolftaleina; e a expressao génica
de marcadores relacionados a diferenciacdo osteogénica e odontogénica, avaliada
por reagdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (RT-gPCR). Os dados
foram analisados utilizando ANOVA seguida dos poés-testes de Tukey ou Dunnett,
conforme apropriado, e os testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis € Dunn para
dados com distribuicdo ndo normal (a = 0,05). A MaquiCPI-3 apresentou elevado
potencial de inibicdo da enzima CatK, com Ki de 1,72 nM, e ndo demonstrou
citotoxicidade para hDPCs. Embora nao tenha estimulado a proliferacdo de hDPCs
nem exibido efeito quimiotatico (p>0,05), promoveu aumento significativo na formagao
de ndédulos mineralizados e na atividade da fosfatase alcalina em comparacao ao
controle (p<0,05). Além disso, induziu maior expressao dos marcadores osteogénicos
BMP-2 e osteocalcina (OC), em relacdo ao controle (p<0,05). Por outro lado, nao
houve indugdo da expressdao de RUNX2, COL1A1, ALP e BSP. Quanto aos
marcadores dentinogénicos DMP-1 e DSPP, nado foram detectados transcritos.
Conclui-se que embora a MaquiCPI-3 ndo tenha estimulado a proliferagdo e migragao,
sua capacidade de inibir a catepsina K e induzir o fenétipo osteogénico demonstra
potencial promissor para aplicagdo em estratégias terapéuticas voltadas ao reparo e
regeneragao dos tecidos pulpar e periapical, bem como ao controle da reabsorcao
ossea.

Palavras — chave: Polpa dentaria; 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 (a = 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 INTRODUGAO

Em condi¢bes fisioldgicas normais, o processo de remodelacdo Ossea é
regulado pela agao coordenada dos osteoclastos, responsaveis pela reabsor¢ao do
tecido 6sseo, e dos osteoblastos, encarregados de sua formag&o, assegurando a
integridade estrutural e a manutengéo da homeostase’2. No entanto, o desequilibrio
desse mecanismo, com predominancia da atividade osteoclastica, pode resultar no
desenvolvimento de disturbios como osteoporose, artrite, doenca periodontal e
periodontite apical®®.

Os osteoclastos apresentam a zona de selamento, responsavel por sua firme
adesao a superficie 6ssea, e a borda ondulada, onde ocorre a solubilizacdo da matriz
mineral por meio da acidificagéo local®. Apds essa etapa, a matriz organica, composta
predominantemente por colageno tipo I, € degradada por enzimas proteoliticas.
Dentre elas, destacam-se as metaloproteinases da matriz (MMPs), que atuam na
remogao e remodelagao dos componentes organicos, e as cisteino proteases, como
a catepsina K (CatK), com papel chave na degradagéo do colageno’2.

As cisteino proteases sdo expressas em todos 0s organismos, incluindo virus,
bactérias, fungos, plantas e animais e esta envolvida em uma variedade de processos
fisioldgicos e patogénicos®. Dentre as cisteino proteases de humanos, a CatK é a
principal protease lisossomal expressa em altos niveis pelos osteoclastos'?, sendo
fundamental no processo de reabsorgdo 0ssea''. Ela esta envolvida na degradacgao
do colageno tipo |, principal componente da matriz éssea organica, e do colageno tipo
[1'>13 promovendo degradacao tecidual'*. Além disso, a CatK participa da indugéo da
diferenciagdo de osteoclastos'®'6 e atua na regulagdo de sua fungéo, assim como na
dos macrofagos™.

No contexto da periodontite apical, a CatK esta diretamente relacionada ao
desenvolvimento da lesao periapical'®'°, com aumento de sua expressdo na presenca
de inflamagao periapical®®. O silenciamento do gene da CatK reduziu a reabsorgéo
Ossea e a expressao de citocinas inflamatérias em modelos de lesées periapicais em
ratos?'. O uso de inibidores sintéticos da CatK também mostrou efeitos benéficos,
como a redugao da expansao das lesbes, do numero de macrofagos e osteoclastos,
e da producio de citocinas pro-inflamatérias em modelos de periodontite apical??23.
Além disso, o desequilibrio da CatK com aumento de sua expressédo também tem sido

associado a diversas doencas, como osteoporose, osteoartrite, doencas
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cardiovasculares, doengas neuroldgicas, cancer, doenga periodontal, entre outras324-
27 Estudos com deplegdo genética da CatK evidenciaram redugéo significativa da
inflamacé&o e da perda 6ssea em modelos de artrite reumatoide e doencga periodontal,
com diminuigdo de osteoclastos, macrofagos, células dendriticas e células T2,

Diante disso, a CatK tem sido considerada um alvo terapéutico promissor. Os
inibidores de CatK representam uma estratégia terapéutica ndo apenas para doengas
musculoesqueléticas, como osteoporose e osteoartrite?’”, mas também para
periodontite apical e doenca periodontal?®3°. Medicamentos sintéticos, desenvolvidos
para bloquear seletivamente a CatK estdo sendo cada vez mais estudados?'. No
entanto, apesar dos avancos, até 0 momento nenhum inibidor de CatK foi aprovado
pelo Food and Drug Administration (FDA) para uso clinico, e poucos permanecem em
investigagédo3233.

Os principais desafios no desenvolvimento de inibidores da CatK envolvem o
equilibrio entre eficacia e seguranca3®*. Diversos farmacos mostraram resultados
promissores, mas foram descontinuados devido a efeitos adversos. Odanacatib
(Merck) aumentou a densidade mineral 6ssea e reduziu fraturas, mas foi associado a
um maior risco de acidente vascular cerebral®®36. Balicatib (Novartis) também
melhorou a densidade 6ssea, porém causou espessamento cutaneo semelhante a
morfeia3”. ONO-5334 (Ono Pharmaceutical) apresentou bons resultados iniciais, mas
levou ao aumento do numero de osteoclastos e alteragdes funcionais apds a
interrupcao do tratamento38.

Além dos inibidores sintéticos, inibidores enddgenos como as cistatinas,
proteinas que atuam como inibidores reversiveis das cisteino proteases, também tém
sido estudados®. Essas proteinas sdo classificadas em quatro familias: trés com
origem animal e uma de origem vegetal, conhecidas como fitocistatinas#?. As
fitocistatinas s&o inibidoras naturais de cisteino proteases de plantas*!. 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-agucar,
inibem a atividade enzimatica das catepsinas humanas, incluindo a catepsina K#>41,
Adicionalmente, a Csin-CPI-2 reduziu a inflamacgédo, a perda 6ssea alveolar em
periodontite induzida por ligadura em camundongos, bem como a
osteoclastogénese®.

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

inflamatdria e reduzirem a osteoclastogénese, estudos mostram que as fitocistatinas
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também podem exercer efeitos pro-osteogénicos. A CsinCPI-2 promoveu efeito pro-
osteogénico in vitro em células da polpa dentaria humana (hDPCs), com aumento da
atividade da fosfatase alcalina (ALP), formacéo de nddulos mineralizados e elevagéo
da expressdo génica de marcadores osteogénicos, como BMP-2, RUNX2, ALP,
osteocalcina e sialoproteina 6ssea (BSP)*2. De forma semelhante, a cistatina derivada
da cana-de-agucar (CaneCPI-1) induziu a diferenciagdo osteogénica em hDPCs*. A
CaneCPI-5 também induziu expressao de biomarcadores classicos do fendtipo
osteogénico, como BMP-2, Osterix e ALP em pré-osteoblastos MC3T3-E14°. Além das
fitocistatinas, resultados semelhantes foram observados com o uso da cistatina C
(CysC; BioVender Laboratory Medicine, Brno, Czech Republic) em células da medula
Ossea e da calvaria de camundongos, que apresentaram aumento da expresséo de
BMP-2 e RUNX2, além da elevagao da atividade da ALP, da mineralizagao da matriz
e da formagdo dssea na calvaria*®. Os estudos com as referidas fitocistatinas
evidenciam o seu potencial promissor para aplicagdes no reparo do tecido pulpar e
periapical, bem como em procedimentos endoddnticos regenerativos.

Mais recentemente, foram desenvolvidas e produzidas de forma recombinante
cistatinas derivadas da maqui*’. A maqui (Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz), também
conhecida como macqui, clon, maquie, queldron ou koelon, € uma planta pertencente
a familia Elaeocarpaceae, nativa da América do Sul, especialmente da regido da
Patagbnia, no Chile e na Argentina. Essa espécie produz pequenos frutos de
coloragao roxa intensa, chamados maquiberries, amplamente consumidos in natura
ou utilizados na preparacdo de geleias, sucos, vinhos, chas e outros produtos
alimenticios*84°,

Tanto os frutos quanto as folhas da maqui possuem efeito anti-inflamatério e
sdo tradicionalmente empregados na medicina popular sul-americana para o
tratamento de diversas condi¢cbes, como dores de garganta, enfermidades renais e
digestivas, febres e cicatrizagdo de feridas®®4%. A maqui vem se destacando por
apresentar fitoquimicos em grandes quantidades, principalmente as antocianinas*®.
As antocianinas conferem a ela propriedades antioxidativa®', anti-inflamatoria®°-51,
cardioprotetiva®?, antiaterogénica, antidiabética, entre outras*®5'. Essas propriedades
mostram o potencial da maqui como fonte de compostos bioativos com aplicagdes na
saude humana.

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

Sao Carlos, Departamento de Genética e Evolugao) 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-6%7. Cinco delas foram clonadas, expressas de forma recombinante e
mostraram inibigdo contra papaina e catepsinas B e L humanas. Isso sugere o0 uso
potencial das maquicistatinas no tratamento de doengas humanas*’. Das cinco
magquicistatinas, a MaquiCPI-3, apresentou o maior rendimento de produgéo (mais de
100 mg por litro de cultura de E. coli*” e por isso foi escolhida como alvo deste estudo.

Embora a MaquiCPI-3 tenha demonstrado capacidade de inibir a papaina e as
catepsinas humanas B e L, sua acao inibitéria sobre a CatK, enzima que desempenha
papel central nos processos de reabsorgdo éssea®d, inclusive na patogénese da
periodontite apical®!, ainda n&o foi investigada. No entanto, a relevancia da MaquiCPI-
3 na Odontologia tem sido evidenciada por estudos que demonstraram seu efeito
protetor promissor contra o estagio inicial da erosao dentaria in vitro, destacando seu
potencial para futuras aplicagcbes em produtos voltados a prote¢cdo do esmalte e da
dentina*’-%4,

A endodontia regenerativa baseia-se em principios bioldgicos para restaurar o
complexo dentino-pulpar e os tecidos periapicais, empregando substancias capazes
de estimular células-tronco mesenquimais a se diferenciar em células produtoras dos
tecidos comprometidos®. A busca por substancias bioativas que induzem a
diferenciacdo osteoblastica e/ou odontoblastica de células-tronco mesenquimais
constitui um dos principais desafios no desenvolvimento de abordagens terapéuticas
voltadas a reparacao pulpar, periapical e a regeneragao endoddntica®®.

Considerando o potencial osteoindutor ja demonstrado por fitocistatinas em
diferentes modelos*?%74345 bem como a sua capacidade de inibir a CatK%42 o
presente estudo investiga a MaquiCPI-3 como uma candidata promissora para
aplicagdes em reparagao e regeneragao tecidual. Para isso, sdo analisadas suas
interacbes com células da polpa dentaria humana (hDPCs), com foco na
biocompatibilidade e nos processos celulares relacionados a regeneragao/reparagao.
A hipdtese é que a MaquiCPI-3 é capaz de inibir a CatK e de modular positivamente
a viabilidade, migragao, proliferacado e diferenciacdo osteo/odontogénica dessas

células.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que a MaquiCPI-3 inibiu a atividade da CTSK humana, nao
apresentou citotoxicidade e induziu a diferenciagao osteogénica de hDPCs. Embora
nao tenha estimulado a proliferacdo ou migracao celular, sua capacidade de induzir
fendtipo osteogénico e inibir a CTSK demonstra potencial promissor para sua
aplicacdo em estratégias terapéuticas voltadas ao reparo pulpar e periapical, bem

como controle da reabsor¢ao 6ssea.
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