Atendendo solicitacdo da
autora, o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir
de 28/06/2024



7“ UNESP - Universidade Estadual Paulista
‘\ri‘“ “Julio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

Ana Flavia Balestrero Cassiano

Efeito pro-osteogénico da cistatina recombinante de cana-de-acucar CaneCPI-
5 em células pulpares humanas

Araraquara

2022



7“ UNESP - Universidade Estadual Paulista
ﬁw"“‘ “Jalio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

Ana Flavia Balestrero Cassiano

Efeito pr6-osteogénico da cistatina recombinante de cana-de-acucar CaneCPI-
5 em células pulpares humanas

Dissertacdo apresentada a Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de
Odontologia de Araraquara para obtencdo do
titulo de Mestre em Odontologia, na area de
Endodontia

Orientadora: Profa. Dra. Gisele Faria

Araraquara

2022



Cassiano, Ana Flavia Balestrero
C345e Efeito pro-osteogénico da cistatina recombinante de
cana-de-agucar CaneCPI-5 em células pulpares humanas / Ana
Flavia Balestrero Cassiano. -- Araraquara, 2022
56 p. :il., fotos

Dissertagao (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Faculdade de Odontologia, Araraquara
Orientadora: Gisele Faria

1. Cistatinas. 2. Catepsinas. 3. Células-tronco
mesenquimais. 4. Diferenciagao celular. |. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da
Faculdade de Odontologia, Araraquara. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




Ana Flavia Balestrero Cassiano

Efeito pro-osteogénico da cistatina recombinante de cana-de-acucar CaneCPI-
5 em células pulpares humanas

Comisséo Julgadora

Defesa de Dissertacdo para obtencéao do titulo de Mestre em Odontologia, area
de Endodontia

Presidente e Orientador: Profa. Dra. Gisele Faria
2° Examinador: Prof. Dr. Hernane da Silva Barud

3° Examinador: Prof. Dr. Pedro Paulo Chaves de Souza

Araraquara, 28 de junho de 2022



Dados Curriculares

Ana Flavia Balestrero Cassiano

Nascimento: 14 de abril de 1994 — Pocos de Caldas, MG

Filiagao: Carlos Antonio Cassiano
Araline Vallim Balestrero Cassiano

2013-2018 Curso de Graduacédo em Odontologia
Faculdade de Odontologia de Araraquara - Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — FOAr UNESP — Araraquara - SP

2015-2015 IntercaAmbio Internacional Estudantil
Facultad de Odontologia, Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza,
Argentina

2019-2019 Curso de aprimoramento em Cirurgia Oral Menor e Implantes
Prof. Dr. Aluisio Martins de Oliveira Ruellas em parceria com DSP
Biomedical, Pocos de Caldas — MG

2019-2020 Curso de Aperfeicoamento em Endodontia
Faculdade Séo Leopoldo Mandic, Campinas — SP

2020-2022 Curso de P6s-Graduacdo em Endodontia — Nivel Mestrado
Faculdade de Odontologia de Araraquara - Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — FOAr UNESP — Araraquara - SP

2021-Atual Curso de Especializacdo em Endodontia
Faculdade de Odontologia de Bauru — Universidade de Sao Paulo — FOB
USP/FUNBEO - Bauru - SP



Dedico este trabalho & minha irma, Fernanda, e aos meus pais, Carlos e Araline. A
minha irma, obrigada por todo incentivo, suporte e conselhos, vocé € uma inspiracao!
A0S meus pais, sou grata por todo o esfor¢o, apoio e abdicacbes, sem vocés néo

chegaria até aqui. A conclusdo desta fase da minha vida é nossa!



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Carlos e Araline, e a minha irma, Fernanda, apenas a
dedicatoria deste trabalho a vocés nao é suficiente. Saibam que vocés sdo meu bem
maior e espero estar honrando todas as expectativas e esforcos, trazendo orgulho
cada dia mais. Sei que este ainda € o comec¢o de muitas conquistas que estao por vir!

Amo muito vocés!

A minha orientadora, Profa. Dra. Gisele Faria, por ter me recebido como sua
orientada e confiado no meu trabalho. Admiro muito a sua dedicacé&o e disponibilidade
em ensinar. A senhora é extremamente comprometida com o verdadeiro significado
da palavra “professor”’ e sorte daqueles que tém docentes assim. Agradeco por ter
exigido de mim sabendo o quanto eu seria capaz de produzir, mesmo muitas vezes
eu duvidando de mim mesma. Hoje vejo o quanto evolui nesse periodo e ndo poderia

ser mais grata.

Ao meu melhor amigo nesse periodo, Rodolfo, que sempre foi prestativo,
paciente e dedicado, sendo para mim um exemplo de forca de vontade e
determinacdo. Vocé € uma pessoa incrivel que nunca mediu esforcos para me ajudar

guando precisei.

Agradeco muito meus amigos Sdmmea Martins Vieira, Luana Raphael da
Silva, Victor Manuel Ochoa Rodriguez e Eric Hernan Coaguila Llerena, vocés séo
muito especiais e cada um (a sua maneira) contribuiu comigo nessa fase. SGmmea,
estivemos juntas desde o primeiro dia de disciplinas no mestrado, e desde la eu soube
que teria uma amiga para contar, desabafar e compartilhar momentos pessoais e
profissionais; admiro o quanto vocé busca conhecimento e 0 seu interesse em
aprender coisas novas (mesmo nao fazendo parte da sua area de pesquisa), fico feliz
por ter te ensinado um pouco sobre células e sou muito grata por ter me “socorrido”
algumas vezes que precisei! Do mesmo modo, Victor, obrigada por toda sua ajuda,
até mesmo nas partes “chatinhas” (leia-se: limpezas do laboratorio) mas, brincadeiras
a parte, vocé é um grande amigo e parceiro dentro e fora da faculdade! Desde a minha

graduacdo, ja sabia que a convivéncia com vocé seria leve e gratificante! Hernén,



vocé € um grande exemplo como pessoa/amigo e como profissional/estudante, sou
muito grata por sua prestatividade e sua amizade! E por fim, Luana, aprendi muito
com vocé nesse periodo e sei que pude te ensinar muito também, passamos juntas
pelos “sufocos” e hoje sabemos o quanto evoluimos! Muito obrigada pela sua amizade

dentro e fora da faculdade! Desejo a todos vocés um futuro brilhante!

No dia a dia dentro do laboratorio tive companhias maravilhosas, a convivéncia
com VOCEs me proporcionou uma troca de experiéncias e de conhecimentos valiosos
gue levarei para a vida. Destaco também, a Natalia da Ponte Leguizamon, que
mesmo na correria do final do seu doutorado, se dispés a me ensinar toda a base
necessaria para eu trabalhar com células, meu muito obrigada! Ainda, agradeco a
oportunidade de coorientar as alunas de Iniciacao Cientifica Cintia da Silva Santos
e Isadora Passos Barbieri, vocés sdo muito dedicadas e foi um prazer trabalhar com

VOCES.

Obrigada professor Carlos Rossa Junior, por abrir as portas do seu laboratorio

para a realizacédo do nosso trabalho.

Obrigada a todos os funcionérios e servidores envolvidos da UNESP, em
especial a Faculdade de Odontologia de Araraquara, desde a Reitoria, Diretoria e
Coordenadorias aos técnicos administrativos da limpeza que séo essenciais para que
tudo funcione da melhor maneira possivel. Foi uma honra retornar ao lugar onde me

graduei para fazer pés-graduacao.

A todos os professores que ministraram suas disciplinas nesse periodo, e
professores convidados, obrigada por todos os aprendizados, conselhos, e

motivacdes, que levarei para a vida.

Agradeco ainda, aos meus colegas Igor Paulino Mendes Soares e Fernanda
Ali Kitagawa que foram muito prestativos e me acompanharam em algumas analises
no laboratério de trabalho deles. Aproveito a oportunidade para agradecer o professor
Beto (Carlos Alberto de Souza Costa), que nos autorizou a utilizar alguns
equipamentos do seu laboratério, saiba que foi muito importante para a concretizacao

desta pesquisa.



Agradeco as Professoras Ester Alves Ferreira Bordini e Josimeri Hebling
Costa pela participacdo como comissao examinadora do Exame de Qualificacao
deste trabalho. As consideragcbes de vocés fortaleceram muito o desenvolvimento

desta Dissertacéo.

Obrigada a todos os familiares e amigos que sempre estiveram ao meu lado
apesar da distancia, ndo citarei nomes pois sdo muitos, mas vocés sabem que séo

muito importantes para mim, e dao sentido a tudo!

N&o menos importante, agradeco a Deus, pelas oportunidades, béncaos,
protecdo e toda forca para enfrentar todas as dificuldades. Ainda, por ter colocado

pessoas maravilhosas em meu caminho, fazendo tudo ficar mais facil!

A CAPES: o presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenacéo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de

financiamento 001.

Por fim, agradeco a FAPESP — Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Séo Paulo (Processo n° 2020/09576-6) pelo apoio financeiro (bolsa de estudo)
essencial para realizagao dessa pesquisa.



“O homem cresce conforme a largura de suas intenc6es e mingua conforme a estreiteza de
suas intengdes. Deus inicia 0 homem, mas este tem de concluir a si mesmo”. Reverendo
Charles H. Parkhust*

* Sant'anna A. Nunca foi sorte. Sdo Paulo: Buzz Ed.; 2019.



Cassiano AFB. Efeito pro-osteogénico da cistatina recombinante de cana-de-acucar
CaneCPI-5 em células pulpares humanas [dissertacdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

O aumento da atividade de cisteina catepsinas (um grupo de cisteino proteases) esta
relacionado ao desenvolvimento de doencas osteoliticas, como a osteoporose e a
periodontite apical, por participarem da reabsor¢cdo 6ssea por meio da degradacao
proteolitica de componentes da matriz organica. As cistatinas sao inibidores naturais
e reversiveis de cisteino proteases. As fitocistatinas sdo cistatinas de plantas, sendo
gue algumas delas ja foram produzidas de forma recombinante, como a CaneCPI-5
(derivada da cana-de-agucar), a qual € foco deste estudo por ter apresentado
potencial pro-osteogénico 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 proliferacdo, migracdo, diferenciacdo osteo/odontogénica de
células-tronco mesenquimais da polpa dental humana (hDPSCs). As hDPSCs
expostas a CaneCPI- 5 e ndo expostas (controle) foram avaliadas quanto a viabilidade
por meio do ensaio de alamarBlue, proliferagcdo pelo ensaio de incorporacdo de
bromodeoxiuridina (BrdU), migracdo por ensaio de transwell, deposicdo de
precipitados inorganicos pela coloragéo de vermelho de alizarina e quanto a atividade
da enzima fosfatase alcalina tecidual inespecifica (TNAP). Os dados foram avaliados
por ANOVA de uma ou duas vias, seguido do pos-teste de Tukey, ou Kruskal-Wallis e
pos-teste de Dunn, ou Mann Whitney, com a = 0,05. A CaneCPI-5 foi citocompativel,
induziu maior migragédo, proliferacéo, formagéo de n6dulos mineralizados e atividade
da TNAP em hDPSCs em relacdo 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/regeneracao pulpar e periapical.

Palavras - chave: Cistatinas. Catepsinas. Células-tronco mesenquimais.
Diferenciacao celular.



Cassiano AFB. Pro-osteogenic effect of recombinant sugarcane cystatin, CaneCPI-5,
on human dental pulp cells [dissertacdo 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 a = 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 INTRODUCAO

O processo de remodelagéo 6ssea tem sido amplamente estudado. Por ser um
processo dinamico, que envolve continuamente a reabsorcédo por osteoclastos e a
deposicdo de matriz Ossea por osteoblastos, € necessario que esses dois
mecanismos estejam acoplados funcionalmente e quantitativamente, ou seja, que
haja um equilibrio entre reabsorcdo e neoformacdo?!. Varias doencas envolvem
desequilibrio no processo de remodelacdo 6ssea com o predominio de reabsorcao,
como a osteoporose, artrite, doenca periodontal e periodontite apical®>®. O processo
de reabsorcdo Ossea envolve a degradacdo da matriz orgéanica, pela acdo de
metaloproteases da matriz (MMPSs) e cisteino proteases, e a solubilizacdo da parte
mineral inorganica, pela producédo e bombeamento de protons pelos osteoclastos, que
tornam o microambiente acido®’.

Cisteino proteases sdo expressas em todos 0s organismos, incluindo virus,
bactérias, fungos, plantas e animais®?®, e estéo divididas em 82 familias e 14 clas'®. A
familia das papainas proteases ou C1, constitui uma das maiores e mais bem
caracterizadas familias de cisteino proteases. Em mamiferos, um grupo de cisteino
proteases, denominado cisteina catepsinas, que sdo proteases lisossomais?:,
desempenha papéis importantes em muitos processos fisiologicos como o
processamento proteolitico de pr6-horménios e enzimas, degradacédo de proteinas,
apresentacdo de antigenos, remodelacédo tecidual, inflamacéo, entre outros?>'3, No
sequenciamento do genoma humano (2003) foram descritas 11 cisteina catepsinas
(B,H,L,S,C, K, O, F,V,Xe W)

As cisteina catepsinas podem ser prejudiciais quando estiverem desreguladas,
com consequente superexpressdo e secrecdo para 0 espago extracelular. Um
aumento da atividade das cisteina catepsinas pode ter importante papel em varias
doencas, tais como osteoporose, osteoartrite, doenca de Alzheimer e cancer,
tornando-se, em algumas delas, alvos terapéuticos ou marcadores para o diagnostico
e avaliacdo da progressédo dessas condicdes?1213,

A catepsina K esta diretamente envolvida no processo de reabsorcdo 0ssea,
sendo altamente expressa pelos osteoclastos, aléem de participar da inducdo da
diferenciacdo osteoclastica'®'®. Ela degrada o colageno tipo |, desencadeando a

destruicdo tecidual'’, e representa 98% da atividade das cisteino proteases 6sseas’.
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Na Odontologia, a catepsina K esta envolvida na patogénese de doencas como
carie, doenca periodontal e periodontite apical*>819, O silenciamento da expresséo
do gene da catepsina K, reduziu significativamente a destruicdo 0ssea e a expressao
das citocinas em lesGes periapicais induzidas em ratos®. A inibicdo da catepsina K,
por meio do uso de inibidores sintéticos como Odanacatib (Selleckchem, EUA) ou NC-
2300 (Nippon Chemiphar Co Ltd, Saitama, Japao), reduziu a reabsorcéo 0ssea pela
inibicdo da fungdo dos osteoclastos e da sintese de mediadores inflamatorios,
diminuindo a expansao da lesédo periapical em ratos, sugerindo que inibidores de
catepsina K poderiam ser utilizados no tratamento da periodontite apical*2°,

As cistatinas séo inibidores naturais e reversiveis de cisteino proteases. Elas
atuam por meio de inibicdo competitiva através do bloqueio da atividade proteolitica
das cisteina catepsinas®. Em humanos, elas tém um papel critico no controle da
degradacdo de proteinas, sendo que o descontrole pode resultar em processos
patolégicos como cancer, doencas neurodegenerativas e cardiovasculares,
osteoporose, osteoartrite, artrite reumatoide e reabsorcdo Ossea?. As cistatinas,
principalmente as inibidoras da catepsina K, constituem uma classe emergente de
farmacos que séo potentes antagonistas da atividade osteoclastica, reduzindo a perda
6ssea??, por exemplo, em casos de osteoporose?®. No entanto, apesar de varios
farmacos inibidores de catepsina K terem tido bons resultados iniciais para o
tratamento da osteoporose e artrite, nenhum deles entrou em uso clinico até o
momento, e poucos estdo em estudo em humanos. A razao mais conhecida para isso
€ a toxicidade, que se tornou evidente ap0s o tratamento a longo prazo. Isso foi
demonstrado no caso de Odanacatib (Merck), que teve muito sucesso nos estagios
pré-clinicos e até concluiu com sucesso 0s ensaios clinicos de fase Ill. No entanto,
estudos prolongados mostraram efeitos adversos relacionados a acidente vascular
encefélico, o que levou a sua descontinuacdo!®. Por outro lado, alternativas
homologas sdo necessarias e devem ser pesquisadas?®“.

Além da inibicdo das cisteina catepsinas, alguns estudos tém mostrado que as
cistatinas podem apresentar efeito pré-osteogénico. Danjo et al.?® trataram com
cistatina C (CysC; BioVender Laboratory Medicine, Brno, Czech Republic) células da
medula e da calvaria de camundongos, e observaram elevada expressao do mRNA
da proteina morfogenética 0ssea -2 (BMP-2) e do fator de transcricdo relacionado a
Runt-2 (RUNX2), aléem do aumento da atividade da fosfatase alcalina (ALP),

mineralizacdo da matriz 6ssea e formacao de 0sso da calvaria de camundongos. Um
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inibidor de catepsina K (MV061194 - Medivir UK Ltd., Little Chesterford, Essex, UK)
suprimiu a degradacéo de fatores de crescimento como a BMP-2 da matriz organica,
com consequente aumento da formacgédo 6ssea?®. Mais recentemente, Yasueda et al.?’
estudaram a influéncia da CysC, presente na proteina basica do leite, sobre a
reabsorcdo Ossea e sobre células osteoblasticas de camundongo (MC3T3-E1l), e
concluiram que a CysC teve um efeito positivo sobre o metabolismo, ndo apenas
inibindo a reabsorcdo Ossea pelos osteoclastos, mas também estimulando a
proliferacéo de pré-osteoblastos MC3T3-EL1.

As cistatinas fazem parte de um grupo denominado “superfamilia cistatina” que
apresentam semelhancas em suas sequéncias e funcdes de aminoacidos?®. Esse
grupo é subdividido em 4 familias, sendo 3 de origem animal e uma derivada de
plantas, as chamadas fitocistatinas?®. As cistatinas das familias 1, 2 e 3 estdo
presentes no corpo humano intracelularmente ou distribuidas nos tecidos, fluidos e
plasma sanguineo®%-32, As fitocistatinas s&o inibidores reversiveis de cisteino
proteases que s&o encontradas naturalmente em diversas plantas, principalmente em
angiospermas como o arroz, milho, soja, laranja e cana-de-aclcar®-8, Elas sdo
proteinas pequenas, com massa molecular de aproximadamente 12-16kDa%%, e tém
capacidade de inibir enzimas da classe C1A ou papainas®. As fitocistatinas regulam
a atividade das proteases enddégenas de plantas, estando envolvidas no
desenvolvimento das mesmas, além de desempenharem papel de defesa em
resposta as peptidases exdégenas de insetos herbivoros, patégenos e nematoides,
bem como em condicdes de estresse®2432:37,

Novas fitocistatinas podem ser indentificadas através dos bancos de ESTs
(expressed sequence tag). Cistatinas da cana-de-acucar foram descritas pela primeira
vez em 200132, Por meio do projeto genoma da cana-de-aglcar foram identificados
25 clusters para fitocistatinas, as quais foram denominadas canacistatinas. A primeira
fitocistatina derivada da cana-de-agUcar produzida de forma recombinante, foi
denominada CaneCPI-1, com expressado de aproximadamente 15kDa em Escherichia
coli®3, e se mostrou capaz de inibir as catepsinas humanas B, K, L e V8. Atualmente
existem seis cistatinas recombinantes derivadas da cana-de-agucar: CaneCPI-1,
CaneCPI-2, CaneCPI-3, CaneCPI-4, CaneCPI-5 e Cane-CPI-6°24384142 CaneCPI-2
e CaneCPI-3 apresentaram atividade inibitéria contra a papaina®, sendo que a
CaneCPI-3 também foi capaz de inibir a legumaina*:. A CaneCPI-4 mostrou inibicdo

das catepsinas humanas B e L, além de reduzir significantemente a capacidade
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invasiva de células de cancer de mama, inibir o crescimento de melanoma, diminuir a
angiogénese in vitro e in vivo e a metastase tumoral*t#4, o que demonstra o potencial
das fitocistatinas para aplicacdes terapéuticas na area médica?*.

Mais recentemente, foi mostrado o potencial para uso odontolégico de
fitocistatinas recombinantes. Santiago et al.?* caracterizaram, realizaram a producéo
heter6loga 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 aderéncia da CaneCPI-5 as cubetas de quartzo, o que levou a hipétese de que
a mesma poderia aderir-se ao esmalte dental e proteger contra a erosdo. Na
sequéncia, o estudo mostrou que a CaneCPI-5 interagiu fortemente com o esmalte
dental (em comparagdo com mucina e caseina) e reduziu significativamente a erosao
inicial frente aos desafios &cidos. Ainda, in vitro, outro estudo mostrou em esmalte de
dentes naturais humanos, que a interacdo da CaneCPI-5 com a pelicula adquirida
também preveniu erosdo dentaria®®. In vivo, o tratamento com a CaneCPI-5 aumentou
consideravelmente as proteinas acido-resistentes na pelicula adquirida do esmalte e,
frente ao desafio acido, liberou menor quantidade de ions calcio do esmalte em
comparagdo com o grupo ndo tratado®. Os autores destes estudos sugeriram que a
inclusdo de CaneCPI-5 em produtos dentarios poderia ser interessante para conferir
protecdo contra a erosdo dental, além de ser uma opc¢éao de baixo custo. Com relacao
aos efeitos sobre biofilme e anticarie de esmalte, a CaneCPI-5 também apresentou
resultados favoraveis, sendo semelhante a clorexidina®’. No entanto, em outro estudo,
embora ela tenha reduzido significantemente a viabilidade do biofilme microcosmo de
saliva humana/McBain, isto néo refletiu no seu potencial anticarie*®. Sobre a dentina,
a CaneCPI-5 ndo alterou as caracteristicas e a viabilidade do biofilme microcosmo de
saliva humana/McBain e ndo foi capaz de reduzir significativamente a
desmineralizacéo*°.

Em uma outra abordagem, a CaneCPI-5 foi capaz de atenuar o processo
inflamatorio induzido por um implante de esponja subcutanea em camundongos e
favoreceu a angiogénese e a fibrinogénese, mecanismos importantes para o reparo
tecidual®®.

Além da CaneCPI-5, 0 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 expressao génica das catepsinas humanas B e K, e

apresentou potencial anti-inflamatério in vitro e in vivo®. Em outro estudo mais
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recente, a Csin-CPI2, empregada sistemicamente, preveniu a perda 6ssea induzida
pela doenca periodontal em camundongos, por meio da reducao da inflamacéo e da
osteoclastogénese®!. Além disso, a CsinCPI-2 apresentou efeito pré- osteogénico em
células pulpares humanas (hDPCs), mostrado pelo aumento da atividade de fosfatase
alcalina (ALP), formacdo de nodulos mineralizados e expressdao génica dos
marcadores osteogénicos, BMP-2, RUNX2, ALP, osteocalcina e sialoproteina
6ssea®®. Para compreender melhor esse efeito pré-osteogéncio, nosso grupo de
pesquisa expOs pré-osteoblastos MC3T3-E1 a CsinCPI-2, e avaliou fenbmenos de
adesdao, proliferacdo e diferenciacdo celular. Os resultados mostraram que nas
primeiras horas de tratamento, a proteina CsinCPI-2 promoveu aumento da expressao
de marcadores de adesao, que diminuem apés 24 horas, levando a ativagdo de
ciclinas dependentes de quinase (CDKs), modulando a transicéo de G1 a S fases do
ciclo celular. Além disso, vimos que o aumento da ERK pode estar associado a
ativacao do perfil de diferenciagdo, também observado com aumento da via da (-
catenina e aumento da expressao de RUNX2 no grupo que recebeu o tratamento com
CsinCPI-252,

A reparacdo pulpar, periapical e a regeneracdo endodéntica envolvem
processos de proliferacéo, migracdo para o local da leséo e diferenciacéo das células-
tronco mesenquimais da polpa dental e da papila apical em osteoblastos e
odontoblastos-like no local da injaria, o que leva a formacéo de tecido mineralizado®*
55, Portanto, a capacidade de induzir a diferenciacdo celular osteo/odontogénica é uma
das caracteristicas desejaveis de materiais para serem utilizados em tratamento que
visem o reparo do complexo dentino-pulpar e periapical®®->,

Resultados preliminares do nosso grupo de pesquisa mostraram potencial
efeito pro- osteogénico da CaneCPI-5; pré-osteoblastos MC3T3-E1 tratados com a
CaneCPI-5 tiveram expressao génica elevada de marcadores relacionados a
diferenciacéo osteogénica/mineralizagdo, como a BMP-2, RUNX2 e ALP.

A identificacéo de substancias bioativas para a diferenciacéo osteoblastica e/ou
odontoblastica de células-tronco mesenquimais € um grande desafio para fomentar
futuros tratamentos para reparacao pulpar e periapical bem como para regeneracgéo
endodontica®®. Considerando o potencial das fitocistatinas de induzir fenétipo
osteogénico®®, bem como os nossos resultados preliminares mostrando efeito

altamente positivo da CaneCPI-5 na performance de pré-osteoblastos, torna-se
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importante estudar o efeito osteogénico da CaneCPI-5 sobre células-tronco

mesenquimais da polpa dental humana (hDPSCs).
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4 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a CaneCPI-5 foi citocompativel, induziu proliferacéo e
migracao celular, bem como o desenvolvimento de fendtipo osteo/odontogénico em
hDPSCs. Considerando esses efeitos, a CaneCPIl-5 pode ser uma molécula
promissora para aplicagfes biotecnoldgicas, favorecendo a regeneragdo/reparacao
pulpar e periapical. No entanto, ensaios em nivel molecular sdo necessarios 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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