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RESUMO 

O aumento da atividade de cisteína catepsinas (um grupo de cisteíno proteases) está 
relacionado ao desenvolvimento de doenças osteolíticas, como a osteoporose e a 
periodontite apical, por participarem da reabsorção óssea por meio da degradação 
proteolítica de componentes da matriz orgânica. As cistatinas são inibidores naturais 
e reversíveis de cisteíno proteases. As fitocistatinas são cistatinas de plantas, sendo 
que algumas delas já foram produzidas de forma recombinante, como a CaneCPI-5 
(derivada da cana-de-açúcar), a qual é foco deste estudo por ter apresentado 
potencial pró-osteogênico observado em estudo preliminar do nosso grupo de 
pesquisa. O objetivo deste estudo foi avaliar a citocompatibilidade e o efeito da 
CaneCPI-5 sobre a proliferação, migração, diferenciação osteo/odontogênica de 
células-tronco mesenquimais da polpa dental humana (hDPSCs). As hDPSCs 
expostas à CaneCPI- 5 e não expostas (controle) foram avaliadas quanto à viabilidade 
por meio do ensaio de alamarBlue, proliferação pelo ensaio de incorporação de 
bromodeoxiuridina (BrdU), migração por ensaio de transwell, deposição de 
precipitados inorgânicos pela coloração de vermelho de alizarina e quanto a atividade 
da enzima fosfatase alcalina tecidual inespecífica (TNAP). Os dados foram avaliados 
por ANOVA de uma ou duas vias, seguido do pós-teste de Tukey, ou Kruskal-Wallis e 
pós-teste de Dunn, ou Mann Whitney, com α = 0,05. A CaneCPI-5 foi citocompatível, 
induziu maior migração, proliferação, formação de nódulos mineralizados e atividade 
da TNAP em hDPSCs em relação ao controle. Assim, pode-se concluir que a 
CaneCPI-5 se constitui em molécula com potencial promissor para ser utilizada em 
terapias que visam o reparo/regeneração pulpar e periapical.   

Palavras – chave: Cistatinas. Catepsinas. Células-tronco mesenquimais. 
Diferenciação celular. 



Cassiano AFB. Pro-osteogenic effect of recombinant sugarcane cystatin, CaneCPI-5, 
on human dental pulp cells [dissertação de mestrado]. Araraquara: Faculdade de 
Odontologia da UNESP; 2022. 

ABSTRACT 
The increase in cysteine cathepsins activity (a group of cysteine proteases) is related 
to the development of osteolytic diseases, such as osteoporosis and apical 
periodontitis, as they participate in bone resorption through the proteolytic degradation 
of organic matrix components. Cystatins are natural and reversible inhibitors of 
cysteine proteases. Phytocystatins are plant cystatins, some of them have already 
been produced recombinantly, such as CaneCPI-5 (derived from sugarcane), which is 
the focus of this study because it showed pro-osteogenic potential observed in a 
preliminary study of our research group. The aim of this study is to evaluate the 
cytocompatibility and effect of CaneCPI-5 on proliferation, migration, osteogenic and 
odontogenic differentiation of human dental pulp stem cells (hDPSCs). hDPSCs 
exposed to CaneCPI-5 and unexposed (control) were evaluated for viability using the 
alamarBlue assay, proliferation by bromodeoxyuridine incorporation (BrdU) assay, 
migration by transwell assay, deposition of inorganic precipitates by alizarin red 
staining and tissue-nonspecific alkaline phosphatase (TNAP) enzyme activity. Data 
were evaluated by one-way or two-way ANOVA, followed by Tukey or Kruskal-Wallis 
post-test and Dunn or Mann Whitney post-test, with α = 0.05. CaneCPI-5 was 
cytocompatible, induced higher migration, proliferation, formation of mineralized 
nodules and TNAP activity in hDPSCs compared to control. Thus, it can be concluded 
that CaneCPI-5 constitutes a molecule with promising potential to be used in therapies 
that aim the pulp and periapical repair/regeneration. 

Keywords:  Cystatins. Cathepsins. Mesenchymal stem cells. Cell differentiation. 
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1 INTRODUÇÃO 

O processo de remodelação óssea tem sido amplamente estudado. Por ser um 

processo dinâmico, que envolve continuamente a reabsorção por osteoclastos e a 

deposição de matriz óssea por osteoblastos, é necessário que esses dois 

mecanismos estejam acoplados funcionalmente e quantitativamente, ou seja, que 

haja um equilíbrio entre reabsorção e neoformação1. Várias doenças envolvem 

desequilíbrio no processo de remodelação óssea com o predomínio de reabsorção, 

como a osteoporose, artrite, doença periodontal e periodontite apical2-5. O processo 

de reabsorção óssea envolve a degradação da matriz orgânica, pela ação de 

metaloproteases da matriz (MMPs) e cisteíno proteases, e a solubilização da parte 

mineral inorgânica, pela produção e bombeamento de prótons pelos osteoclastos, que 

tornam o microambiente ácido6,7. 

Cisteíno proteases são expressas em todos os organismos, incluindo vírus, 

bactérias, fungos, plantas e animais8,9, e estão divididas em 82 famílias e 14 clãs10. A 

família das papaínas proteases ou C1, constitui uma das maiores e mais bem 

caracterizadas famílias de cisteíno proteases. Em mamíferos, um grupo de cisteíno 

proteases, denominado cisteína catepsinas, que são proteases lisossomais2,11, 

desempenha papéis importantes em muitos processos fisiológicos como o 

processamento proteolítico de pró-hormônios e enzimas, degradação de proteínas, 

apresentação de antígenos, remodelação tecidual, inflamação, entre outros12,13. No 

sequenciamento do genoma humano (2003) foram descritas 11 cisteína catepsinas 

(B, H, L, S, C, K, O, F, V, X e W)14. 

As cisteína catepsinas podem ser prejudiciais quando estiverem desreguladas, 

com consequente superexpressão e secreção para o espaço extracelular. Um 

aumento da atividade das cisteína catepsinas pode ter importante papel em várias 

doenças, tais como osteoporose, osteoartrite, doença de Alzheimer e câncer, 

tornando-se, em algumas delas, alvos terapêuticos ou marcadores para o diagnóstico 

e avaliação da progressão dessas condições2,12,13.  

A catepsina K está diretamente envolvida no processo de reabsorção óssea, 

sendo altamente expressa pelos osteoclastos, além de participar da indução da 

diferenciação osteoclástica15,16. Ela degrada o colágeno tipo I, desencadeando a 

destruição tecidual17, e representa 98% da atividade das cisteíno proteases ósseas7.  
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Na Odontologia, a catepsina K está envolvida na patogênese de doenças como 

cárie, doença periodontal e periodontite apical4,5,18,19. O silenciamento da expressão 

do gene da catepsina K, reduziu significativamente a destruição óssea e a expressão 

das citocinas em lesões periapicais induzidas em ratos3. A inibição da catepsina K, 

por meio do uso de inibidores sintéticos como Odanacatib (Selleckchem, EUA) ou NC-

2300 (Nippon Chemiphar Co Ltd, Saitama, Japão), reduziu a reabsorção óssea pela 

inibição da função dos osteoclastos e da síntese de mediadores inflamatórios, 

diminuindo a expansão da lesão periapical em ratos, sugerindo que inibidores de 

catepsina K poderiam ser utilizados no tratamento da periodontite apical4,20. 

As cistatinas são inibidores naturais e reversíveis de cisteíno proteases. Elas 

atuam por meio de inibição competitiva através do bloqueio da atividade proteolítica 

das cisteína catepsinas21. Em humanos, elas têm um papel crítico no controle da 

degradação de proteínas, sendo que o descontrole pode resultar em processos 

patológicos como câncer, doenças neurodegenerativas e cardiovasculares, 

osteoporose, osteoartrite, artrite reumatoide e reabsorção óssea2. As cistatinas, 

principalmente as inibidoras da catepsina K, constituem uma classe emergente de 

fármacos que são potentes antagonistas da atividade osteoclástica, reduzindo a perda 

óssea22, por exemplo, em casos de osteoporose23. No entanto, apesar de vários 

fármacos inibidores de catepsina K terem tido bons resultados iniciais para o 

tratamento da osteoporose e artrite, nenhum deles entrou em uso clínico até o 

momento, e poucos estão em estudo em humanos. A razão mais conhecida para isso 

é a toxicidade, que se tornou evidente após o tratamento a longo prazo. Isso foi 

demonstrado no caso de Odanacatib (Merck), que teve muito sucesso nos estágios 

pré-clínicos e até concluiu com sucesso os ensaios clínicos de fase III. No entanto, 

estudos prolongados mostraram efeitos adversos relacionados a acidente vascular 

encefálico, o que levou à sua descontinuação13. Por outro lado, alternativas 

homólogas são necessárias e devem ser pesquisadas24. 

Além da inibição das cisteína catepsinas, alguns estudos têm mostrado que as 

cistatinas podem apresentar efeito pró-osteogênico. Danjo et al.25 trataram com 

cistatina C (CysC; BioVender Laboratory Medicine, Brno, Czech Republic) células da 

medula e da calvária de camundongos, e observaram elevada expressão do mRNA 

da proteína morfogenética óssea -2 (BMP-2) e do fator de transcrição relacionado à 

Runt-2 (RUNX2), além do aumento da atividade da fosfatase alcalina (ALP), 

mineralização da matriz óssea e formação de osso da calvária de camundongos. Um 
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inibidor de catepsina K (MV061194 - Medivir UK Ltd., Little Chesterford, Essex, UK) 

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

com consequente aumento da formação óssea26. Mais recentemente, Yasueda et al.27 

estudaram a influência da CysC, presente na proteína básica do leite, sobre a 

reabsorção óssea e sobre células osteoblásticas de camundongo (MC3T3-E1), e 

concluíram que a CysC teve um efeito positivo sobre o metabolismo, não apenas 

inibindo a reabsorção óssea pelos osteoclastos, mas também estimulando a 

proliferação de pré-osteoblastos MC3T3-E1. 

As cistatinas fazem parte de um grupo denominado “superfamília cistatina” que 

apresentam semelhanças em suas sequências e funções de aminoácidos28. Esse 

grupo é subdividido em 4 famílias, sendo 3 de origem animal e uma derivada de 

plantas, as chamadas fitocistatinas29. As cistatinas das famílias 1, 2 e 3 estão 

presentes no corpo humano intracelularmente ou distribuídas nos tecidos, fluidos e 

plasma sanguíneo30-32. As fitocistatinas são inibidores reversíveis de cisteíno 

proteases que são encontradas naturalmente em diversas plantas, principalmente em 

angiospermas como o arroz, milho, soja, laranja e cana-de-açúcar33-38. Elas são 

proteínas pequenas, com massa molecular de aproximadamente 12-16kDa39, e têm 

capacidade de inibir enzimas da classe C1A ou papaínas40. As fitocistatinas regulam 

a atividade das proteases endógenas de plantas, estando envolvidas no 

desenvolvimento das mesmas, além de desempenharem papel de defesa em 

resposta as peptidases exógenas de insetos herbívoros, patógenos e nematoides, 

bem como em condições de estresse9,24,32,37. 

Novas fitocistatinas podem ser indentificadas através dos bancos de ESTs 

(expressed sequence tag). Cistatinas da cana-de-açúcar foram descritas pela primeira 

vez em 200132. Por meio do projeto genoma da cana-de-açúcar foram identificados 

25 clusters para fitocistatinas, as quais foram denominadas canacistatinas. A primeira 

fitocistatina derivada da cana-de-açúcar produzida de forma recombinante, foi 

denominada CaneCPI-1, com expressão de aproximadamente 15kDa em Escherichia 

coli33, e se mostrou capaz de inibir as catepsinas humanas B, K, L e V8. Atualmente 

existem seis cistatinas recombinantes derivadas da cana-de-açúcar: CaneCPI-1, 

CaneCPI-2, CaneCPI-3, CaneCPI-4, CaneCPI-5 e Cane-CPI-69,24,38,41,42. CaneCPI-2 

e CaneCPI-3 apresentaram atividade inibitória contra a papaína9, sendo que a 

CaneCPI-3 também foi capaz de inibir a legumaína43. A CaneCPI-4 mostrou inibição 

das catepsinas humanas B e L, além de reduzir significantemente a capacidade 
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invasiva de células de câncer de mama, inibir o crescimento de melanoma, diminuir a 

angiogênese in vitro e in vivo e a metástase tumoral41,44, o que demonstra o potencial 

das fitocistatinas para aplicações terapêuticas na área médica24. 

Mais recentemente, foi mostrado o potencial para uso odontológico de 

fitocistatinas recombinantes. Santiago et al.24 caracterizaram, realizaram a produção 

heteróloga da Canacistatina 5 recombinante (CaneCPI-5) e mostraram que ela é um 

inibidor potente das catepsinas humanas B, K e L. Durante os ensaios, foi observada 

forte aderência da CaneCPI-5 às cubetas de quartzo, o que levou à hipótese de que 

a mesma poderia aderir-se ao esmalte dental e proteger contra a erosão. Na 

sequência, o estudo mostrou que a CaneCPI-5 interagiu fortemente com o esmalte 

dental (em comparação com mucina e caseína) e reduziu significativamente a erosão 

inicial frente aos desafios ácidos. Ainda, in vitro, outro estudo mostrou em esmalte de 

dentes naturais humanos, que a interação da CaneCPI-5 com a película adquirida 

também preveniu erosão dentária45. In vivo, o tratamento com a CaneCPI-5 aumentou 

consideravelmente as proteínas ácido-resistentes na película adquirida do esmalte e, 

frente ao desafio ácido, liberou menor quantidade de íons cálcio do esmalte em 

comparação com o grupo não tratado46. Os autores destes estudos sugeriram que a 

inclusão de CaneCPI-5 em produtos dentários poderia ser interessante para conferir 

proteção contra a erosão dental, além de ser uma opção de baixo custo. Com relação 

aos efeitos sobre biofilme e anticárie de esmalte, a CaneCPI-5 também apresentou 

resultados favoráveis, sendo semelhante à clorexidina47. No entanto, em outro estudo, 

embora ela tenha reduzido significantemente a viabilidade do biofilme microcosmo de 

saliva humana/McBain, isto não refletiu no seu potencial anticárie48. Sobre a dentina, 

a CaneCPI-5 não alterou as características e a viabilidade do biofilme microcosmo de 

saliva humana/McBain e não foi capaz de reduzir significativamente a 

desmineralização49. 

Em uma outra abordagem, a CaneCPI-5 foi capaz de atenuar o processo 

inflamatório induzido por um implante de esponja subcutânea em camundongos e 

favoreceu a angiogênese e a fibrinogênese, mecanismos importantes para o reparo 

tecidual50. 

Além da CaneCPI-5, o nosso grupo de pesquisa tem trabalhado com a cistatina 

recombinante derivada da Citrus sinensis ou laranja doce, denominada Csin-CPI2. Ela 

foi capaz de inibir a atividade e a expressão gênica das catepsinas humanas B e K, e 

apresentou potencial anti-inflamatório in vitro e in vivo36. Em outro estudo mais 
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recente, a Csin-CPI2, empregada sistemicamente, preveniu a perda óssea induzida 

pela doença periodontal em camundongos, por meio da redução da inflamação e da 

osteoclastogênese51. Além disso, a CsinCPI-2 apresentou efeito pró- osteogênico em 

células pulpares humanas (hDPCs), mostrado pelo aumento da atividade de fosfatase 

alcalina (ALP), formação de nódulos mineralizados e expressão gênica dos 

marcadores osteogênicos, BMP-2, RUNX2, ALP, osteocalcina e sialoproteína 

óssea36. Para compreender melhor esse efeito pró-osteogêncio, nosso grupo de 

pesquisa expôs pré-osteoblastos MC3T3-E1 à CsinCPI-2, e avaliou fenômenos de 

adesão, proliferação e diferenciação celular. Os resultados mostraram que nas 

primeiras horas de tratamento, a proteína CsinCPI-2 promoveu aumento da expressão 

de marcadores de adesão, que diminuem após 24 horas, levando à ativação de 

ciclinas dependentes de quinase (CDKs), modulando a transição de G1 a S fases do 

ciclo celular. Além disso, vimos que o aumento da ERK pode estar associado à 

ativação do perfil de diferenciação, também observado com aumento da via da β-

catenina e aumento da expressão de RUNX2 no grupo que recebeu o tratamento com 

CsinCPI-252. 

A reparação pulpar, periapical e a regeneração endodôntica envolvem 

processos de proliferação, migração para o local da lesão e diferenciação das células-

tronco mesenquimais da polpa dental e da papila apical em osteoblastos e 

odontoblastos-like no local da injúria, o que leva à formação de tecido mineralizado53-

55. Portanto, a capacidade de induzir a diferenciação celular osteo/odontogênica é uma

das características desejáveis de materiais para serem utilizados em tratamento que 

visem o reparo do complexo dentino-pulpar e periapical56,57.  

Resultados preliminares do nosso grupo de pesquisa mostraram potencial 

efeito pró- osteogênico da CaneCPI-5; pré-osteoblastos MC3T3-E1 tratados com a 

CaneCPI-5 tiveram expressão gênica elevada de marcadores relacionados à 

diferenciação osteogênica/mineralização, como a BMP-2, RUNX2 e ALP. 

A identificação de substâncias bioativas para a diferenciação osteoblástica e/ou 

odontoblástica de células-tronco mesenquimais é um grande desafio para fomentar 

futuros tratamentos para reparação pulpar e periapical bem como para regeneração 

endodôntica58. Considerando o potencial das fitocistatinas de induzir fenótipo 

osteogênico36, bem como os nossos resultados preliminares mostrando efeito 

altamente positivo da CaneCPI-5 na performance de pré-osteoblastos, torna-se 



17 

importante estudar o efeito osteogênico da CaneCPI-5 sobre células-tronco 

mesenquimais da polpa dental humana (hDPSCs).
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4 CONCLUSÃO 

Pode-se concluir que a CaneCPI-5 foi citocompatível, induziu proliferação e 

migração celular, bem como o desenvolvimento de fenótipo osteo/odontogênico em 

hDPSCs. Considerando esses efeitos, a CaneCPI-5 pode ser uma molécula 

promissora para aplicações biotecnológicas, favorecendo a regeneração/reparação 

pulpar e periapical. No entanto, ensaios em nível molecular são necessários para 

conhecer mais profundamente o seu efeito em células-tronco mesenquimais e, 

posteriormente, ensaios para determinar se os efeitos benéficos observados in vitro 

favorecem o reparo in vivo.  
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