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Viola KS. Cistatina recombinante da Citrus sinensis (CsinCPI-2) induz proliferação, migração 

e diferenciação osteogênica de células da polpa dental humana [tese de doutorado]. Araraquara: 

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2019.  

RESUMO 

As cistatinas são inibidores naturais de cisteíno proteases e desempenham um papel crítico no 

controle da degradação de proteínas. As cistatinas de plantas, dentre elas a cistatina produzidas 

de forma recombinante a partir da Citrus sinensis (CsinCPI-2), têm mostrado potencial para 

serem usadas em diferentes abordagens terapêuticas. Os objetivos deste estudo foram avaliar a 

citocompatibilidade e o efeito da fitocistatina CsinCPI-2 sobre a proliferação, migração e 

diferenciação osteogênica de células da polpa dental humana (hDPCs). Previamente à 

realização dos ensaios, as hDPCs foram caracterizadas quanto a expressão de marcadores de 

células tronco mesenquimais por meio de citometria de fluxo. hDPCs expostas à CsinCPI-2 e 

não expostas (controle) foram avaliadas quanto à viabilidade celular por meio dos ensaios de 

metiltiazol tetrazólio (MTT) e alamar blue, apoptose por meio de citometria de fluxo, atividade 

da fosfatase alcalina (ALP) por meio do cálculo da liberação de timolfitaleína, produção de 

nódulos mineralizados por meio de coloração com vermelho de alizarina, migração celular pelo 

ensaio de transwell, proliferação por meio de ensaio de incorporação de bromodeoxiuridina 

(BrdU) e expressão gênica de proteína morfogenética óssea 2 (BMP-2), fator de transcrição 

osteogênica  (RUNX2), fosfatase alcalina (ALP), osteocalcina (OC), sialoproteína óssea (BSP) 

e proteína da matriz da dentina (DMP-1) por meio da reação da polimerase em cadeia em tempo 

real quantitativa (qPCR).Os dados foram analisados por análise de variância (ANOVA) one 

way e pós-teste de Turkey, ANOVA two way e pós-teste de Bonferroni ou teste t (α = 0,05). 

As hDPCs utilizadas nos ensaios mostraram marcação positiva para células tronco 

mesenquimais (CD105, CD90, CD73, CD146) e negativa para células hematopoiéticas e 

endoteliais (CD45, CD34). A CsinCPI-2 foi citocompatível e não induziu apoptose. Houve 

maior formação de nódulos mineralizados, atividade de ALP, proliferação e migração celular e 

maior expressão dos genes BMP-2, RUNX2, ALP, OC. BSP e DMP-1 no grupo da CsinCPI-2 

em relação ao controle (P < 0,05). Em conclusão, a CsinCPI-2 foi citocompatível, induziu 

migração e prolifereção celular, bem como a  diferenciação de hDPCs em fenótipo osteogênico. 

Portanto, a CsinCPI-2 pode ser uma molécula promissora para ser utilizada em técnicas de 

regeneração/reparação pulpar e periapical.  

Palavras-chave: Cistatinas. Diferenciação celular. Polpa dentária. Endodontia. 



13 

Viola KS. Citrus sinensis recombinant cystatin (CsinCPI-2) induces migration, proliferation 

and osteogenic differentiation of human dental pulp cells. [tese de doutorado]. Araraquara: 

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2019.  

ABSTRACT 

Cystatins are natural inhibitors of cysteine proteases and play a critical role in controlling 

protein degradation. Plant cystatins, among them a cystatins recombinantly produced from 

Citrus sinensis (CsinCPI-2), have shown potential to be used in different therapeutic 

approaches. The objectives of this study were to evaluate the cytocompatibility and effect of 

phytocystatin CsinCPI-2 on the proliferation, migration and osteogenic differentiation of 

human dental pulp cells (hDPCs). Previously to the performing the assays, hDPCs were 

characterized for the expression of mesenchymal stem cell markers by flow cytometry. hDPCs 

exposed to CsinCPI-2 and unexposed (control) were evaluated from cell viability by the 

methylthiazole tetrazolium (MTT) and alamar blue assays, apoptosis by flow cytometry, 

alkaline phosphatase (ALP) activity by calculation of thymolphtalein release, production of 

mineralized nodules by alizarin red staining, migration cells by Transwell assay, proliferation 

by bromodeoxyridine (BrdU) incorporation assay and gene expression of bone morphogenetic 

protein 2 (BMP-2), transcription factor (RUNX2), alkaline phosphatase (ALP), osteocalcin 

(OC), bone sialoprotein (BSP) and dentine matrix protein -1 (DMP-1) by quantitative real time 

PCR (qPCR). The data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) and Turkey 

post-test, two-way ANOVA and Bonferroni post-test or t-test (α = 0.05). hDPCs used in assays 

showed positive marking for mesenchymal stem cells (CD105, CD90, CD73, CD146) and 

negative to hematopoietic and endothelial cells (CD45, CD34). CsinCPI-2 was cytocompatible 

and induced no apoptosis. There was greater formation of mineralized nodules, ALP activity, 

proliferation and migration cells and greater expression of BMP-2, RUNX2, ALP, OC, BSP 

and DMP-1 genes in CsinCPI-2 group compared to control (P < 0, 05). In conclusion, CsinCPI-

2 was cytocompatible, induced cell migration and proliferation, as well as differentiation of 

hDPCs into osteogenic phenotype. Therefore, CsinCPI-2 may be a promising molecule for used 

in pulp and periapical regeneration/repair techniques.  

Keywords: Cystatins. Cell differentiation. Dental pulp. Endodontics. 
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1 INTRODUÇÃO 

A remodelação óssea é um processo dinâmico, necessitando de um balanço fino entre 

deposição de novo osso e reabsorção de componentes existentes da matriz mineralizada. Neste 

cenário, mecanismos de reabsorção dependem da ação de proteases específicas capazes de 

degradar a matriz orgânica, predominantemente composta por colágeno do tipo I, e da 

solubilização do componente mineral inorgânico pela produção e bombeamento de prótons 

pelos osteoclastos, tornando o microambiente ácido1 . A degradação da matriz orgânica é 

realizada por metaloproteases da matriz (MMPs) e por cisteíno proteases, principalmente por 

ação da catepsina K2 . 

Cisteíno proteases estão presentes em animais, plantas, vírus, bactérias e protozoários3 

e estão divididas em 76 famílias e 8 clãs4 . O sequenciamento do genoma humano publicado 

em 2003 mostrou a existência de 11 cisteíno proteases, também conhecidas como catepsinas 

(B, H, L, S, C, K, O, F, V, X e W). Essas catepsinas são proteases lisossomais e pertencem a 

família das papaínas proteases ou C15 . As catepsinas degradam as proteínas da matriz 

extracelular como o colágeno, laminina, fibronectina e proteoglicanas6,7. Elas participam de 

processos fisiológicos, como remodelação tecidual, turnover da matriz extracelular, funções do 

sistema imune, entre outros8.  Por outro lado, essas enzimas também estão envolvidas em vários 

processos patológicos, especialmente em doenças envolvendo remodelação tecidual como a 

doença de Alzheimer, osteoporose, artrite, invasão tumoral, metástase, doença periodontal e 

periodontite apical - lesão periapical6, 8-11. 

Por sua vez, a catepsina K é uma cisteíno protease lisossomal que desempenha um papel 

chave na reabsorção óssea, motivo pelo qual tem emergido como alvo promissor para o 

tratamento de determinadas osteopatias, como a osteoporose8. Ela é altamente expressa pelos 

osteoclastos e desempenha um papel essencial na função destas células e na degradação dos 

componentes proteicos da matriz, incluindo o colágeno tipo I, com subsequente destruição 

tecidual durante a reabsorção óssea12. A catepsina K representa 98% da atividade de cisteíno 

proteases ósseas 2 .  

A catepsina B, expressa em diversos tipos celulares, incluindo osteoclastos, também 

participa dos processos de reabsorção13,7 e remodelação óssea14. Além disso, a catepsina B está 

ligada à ativação de procolagenase, prostromelisina e pro-uPA, enzimas envolvidas na cascata 

proteolítica observadas na degradação focal de osteóide15 e matrizes tumorais16. 

Na Odontologia, as catepsinas têm um importante papel patogênico na doença cárie, 

participando efetivamente na cavitação das lesões17. Sequencialmente, as catepsinas participam 
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da degradação da matriz colagênica da dentina e, posteriormente, ativam a fosfatase ácida 

resistente ao tartarato (TRAP), uma importante enzima envolvida na reabsorção da dentina 18,19. 

As catepsinas estão presentes na dentina e são expressas nos odontoblastos e no tecido pulpar, 

sendo a catepsina B, uma das que apresentam maior expressão20. A catepsina B também tem 

sido associada à degradação do colágeno da matriz em gengivites e periodontites21 e está 

envolvida nos processos de remodelação óssea que ocorrem durante o tratamento ortodôntico14. 

A catepsina K está envolvida na osteoclastogênese durante o desenvolvimento da lesão 

periapical22,10. Gao et al.9 mostraram que o silenciamento da expressão do gene da catepsina K 

reduziu significativamente a destruição óssea e a expressão das citocinas em lesões periapicais 

induzidas em ratos. Estudos recentes têm mostrado que inibidores de catepsina K reduzem a 

reabsorção óssea pela inibição da função de osteoclastos e a síntese de mediadores 

inflamatórios, diminuindo a expansão da lesão periapical em ratos. Os autores desses estudos 

sugeriram que inibidores de catepsina K poderiam ser utilizados para o tratamento da 

periodontite apical - lesão periapical10,23.  

Os inibidores da catepsina K (cistatinas) são uma classe emergente de fármacos que são 

potentes antagonistas da atividade osteoclástica24 e o seu uso leva a redução da perda óssea, por 

exemplo em casos de osteoporose25. As cistatinas inibem reversivelmente as catepsinas e o seu 

mecanismo de ação é baseado na inibição competitiva por meio do bloqueio da atividade 

proteolítica26. As cistatinas de humanos têm um papel crítico no controle da degradação de 

proteínas, pois algum desequilíbrio pode resultar em processos patológicos como câncer, 

doenças neurodegenerativas, doenças cardiovasculares e reabsorção óssea8.  

Outra possível ação das cistatinas, mostrada no estudo de Danjo et al.27, é o efeito pró-

osteogênico. Os autores utilizaram a cistatina C (CysC) que é um inibidor natural de cisteíno-

protease que suprime a diferenciação e função de reabsorção de osteoclastos. Células da medula 

e da calvária de ratos tratadas com CysC apresentaram elevada expressão do mRNA de proteína 

morfogenética óssea -2 (BMP-2) e do fator de transcrição osteogênica (RUNX2), além de 

aumento da atividade de fosfatase alcalina (ALP), mineralização da matriz óssea e formação de 

osso da calvária. Além disso, trabalho desenvolvido por Fuller et al.28 mostrou que o inibidor 

de catepsina K (MV061194 - Medivir UK Ltd., Little Chesterford, Essex, UK) suprime a 

degradação de fatores de crescimento como a BMP-2 da matriz orgânica e, consequentemente 

aumenta a formação óssea28. 

As cistatinas são proteínas evolutivamente relacionadas e agrupadas na “superfamília 

cistatina”. Membros desta superfamília são classificados em quatro famílias de cistatinas. Três 

de origem animal e uma da família de cistatinas de plantas29. A família 1, ou família das 
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estefinas, é uma cistatina intracelular presente no citosol de muitos tipos celulares e nos fluidos 

do corpo em concentrações significantes30. A família 2, ou família cistatina, é principalmente 

secretada extracelularmente e é amplamente distribuída e encontrada na maioria dos fluidos 

corporais31. Na família 3, ou família cininogênio, estão os cininogênios do plasma sanguíneo. 

A família 4, ou família das fitocistatinas, compreende os inibidores de cisteíno proteases de 

plantas29. As fitocistatinas possuem características genômicas e estruturais que as diferem das 

cistatinas animais29. Elas são proteínas pequenas, com massa molecular de 12-16kDa32 e são 

encontradas em uma grande variedade de plantas superiores, principalmente em angiospermas 

como no arroz, milho, soja, figo e cana-de-açúcar, laranja, entre outras33,34. As fitocistatinas 

apresentam capacidade de inibir enzimas da classe C1A ou papaínas35 e estão envolvidas na 

regulação da atividade das proteases endógenas durante a maturação de sementes, e na defesa 

contra cisteíno proteinases exógenas de insetos32. A identificação de novas fitocistatinas é 

facilitada pela disponibilidade de bancos de ESTs (expressed sequence tag) originados em 

projetos de sequenciamento em grande escala. Reis & Margis31 identificaram, por meio do 

projeto genoma da cana-de-açúcar, 25 clusters para fitocistatinas, classificados em 4 grupos. 

Estas proteínas inibem, principalmente, as enzimas pertencentes à família C1A (papaína) e a 

família C13 (leguminosa)36.  

A cistatina derivada da cana-de-açúcar foi caracterizada e denominada de canacistatina. 

Essa fitocistatina é produzida de forma recombinante e apresenta expressão de 

aproximadamente 15kDa33. Ela inibe as catepsinas humanas B, K, L e V, a cisteíno peptidases 

de plantas papaína e baupaína37 e o crescimento de fungos fiamentoso de Trichoderma reesei33. 

Atualmente existem cinco cistatinas recombinantes derivadas da cana-de-açúcar que são 

denominadas CaneCPI-1, CaneCPI -2, CaneCPI -3, CaneCPI -4 and CaneCPI -538-41.Estudos 

têm mostrado que as canacistatinas reduzem a invasão de células tumorais in vitro42, inibem o 

desenvolvimento de melanoma in vivo, são capazes de diminuir o processo de angiogênese in 

vitro e in vivo39 e reduzem significantemente a erosão inicial do esmalte dental41.  

Mais recentemente, uma cistatina derivada da laranja doce (Citrus sinensis), 

denominada CsinCPI-2, foi subclonada de forma recombinante e expressa com massa molar de 

11,18 kDa. Essa fitocistatina foi obtida de forma semelhante a cistatina recombinante CaneCPI-

133, ambas no laboratório de Biotecnologia Vegetal da Universidade Federal de São Carlos. 

Estudo de nosso grupo de pesquisa mostrou que a CsinCPI-2 inibiu as catepsinas humanas B e 

K e apresentou potencial anti-inflamatório43. 

A reparação pulpar, periapical e a “regeneração” endodôntica envolvem a proliferação, 

migração e diferenciação de células tronco mesenquimais da polpa dental e da papila apical em 
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osteoblatos e odontoblastos-like no local da injúria, o que leva à formação de tecido 

mineralizado44-46. Portanto a capacidade de induzir a diferenciação osteo/odontogênica de 

células mesenquimais é uma das características desejáveis de materiais para serem utilizados 

no reparo pulpar e periapical e em técnicas de regeneração endodôntica47,48. A identificação de 

substâncias bioativas para a diferenciação osteo/odontoblástica de células tronco mesenquimais 

da polpa ou da papila apical é um grande desafio para identificar futuros tratamentos 

terapêuticos49,46. 



39 

6 CONCLUSÃO 

A CsinCPI-2 foi citocompatível, induziu proliferação e migração celular, bem como o 

desenvolvimento de fenótipo osteogênico em hDPCS.  
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