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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.  
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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. 

 

 

  



14 
 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO........................................................................................... 15 

2 PROPOSIÇÃO............................................................................................ 19 

3 MATERIAL E MÉTODOS........................................................................ 20 

3.1 Expressão e Purificação da Proteína Recombinante CsinCPI-2 .......... 20 

3.2 Cultura Celular ........................................................................................ 20 

3.3 Caracterização Imunofenotípica das Culturas de hDPCs ................... 21 

3.4 Avaliação da Viabilidade/Metabolismo Celular por Ensaio de 

MTT................................................................................................................. 22 

3.5 Avaliação da Viabilidade por Ensaio de Alamar Blue........................... 22 

3.6 Atividade da Fosfatase Alcalina (ALP)................................................... 23 

3.7 Análise de Apoptose por Citometria de Fluxo....................................... 24 

3.8 Ensaio de Coloração com Vermelho de Alizarina................................ 24 

3.9 qPCR ........................................................................................................ 25 

3.10 Ensaio de Proliferação Celular ............................................................. 26 

3.11 Ensaio de Migração Celular por Transwell ......................................... 26 

3.12 Análise Estatística .................................................................................. 27 

4 RESULTADOS............................................................................................ 28 

4.1 Caracterização Imunofenotípica de Culturas de hDPCs..................... 28 

4.2 Viabilidade Celular .................................................................................. 28 

4.3 Atividade de ALP .................................................................................... 29 

4.4 Apoptose ................................................................................................... 31 

4.5 Coloração Vermelho de Alizarina (ARS) ............................................... 32 

4.6 Análise da Expressão Gênica de Marcadores Osteogênicos por 

qPCR............................................................................................................... 32 

4.7 Ensaio de Proliferação Celular ............................................................... 34 

4.8 Ensaio de Migração Celular por Transwell........................................... 34 

5 DISCUSSÃO................................................................................................   36 

6 CONCLUSÃO............................................................................................. 39 

REFERÊNCIAS............................................................................................. 40 

ANEXO A........................................................................................................ 49 

 

 



15 
 

 

 

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. 
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2 PROPOSIÇÃO  

Considerando o potencial das cistatinas de induzir fenótipo osteogênico27, o objetivo 

deste estudo foi avaliar a citocompatibilidade e o efeito da fitocistatina CsinCPI-2 sobre a 

proliferação, migração e diferenciação osteogênica de células da polpa dental humana (hDPCs). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

A proteína recombinante CsinCPI-2 derivada da Citrus sinensis (laranjeira que produz 

a laranja doce) foi produzida no laboratório de Biotecnologia Vegetal da Universidade Federal 

de São Carlos (UFSCar). A CsinCPI-2 foi aplicada em cultura primária de células da polpa 

dental humana (hDPCS) e foram avaliados viabilidade celular por meio dos ensaios de Alamar 

Blue e MTT, apoptose por citometria de fluxo, atividade de fosfatase alcalina por meio do 

cálculo da liberação de timolftalíena, produção de nódulos mineralizados por vermelho de 

alizarina, migração celular por meio do ensaio de transwell, proliferação por meio de ensaio 

imunoenzimático de incorporação de bromodeoxiuridina (BrdU) e expressão de genes 

relacionados a osteogênese (BMP-2, RUNX2, ALP, BSP, OC e DMP-1) por meio da reação 

em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (qPCR).   

 

3.1 Expressão e Purificação da Proteína Recombinante CsinCPI-2 

Para a produção heteróloga da CsinCPI-2 recombinante, foi utilizada a cepa bacteriana 

Escherichia coli Rosetta (DE3), transformada com o plasmídeo pET28a- CsinCPI-2. As 

bactérias contendo o plasmídeo CsinCPI-2 foram cultivadas em meio líquido LB Broth (USB) 

na presença de IPTG (Isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo) na concentração final de 0,4mM, 

para indução da expressão da proteína. Após esta etapa, a proteína foi purificada em 

cromatografia de afinidade utilizando coluna contendo resina de níquel Ni-NTA (QIAGEN, 

Germantown, MD, USA). Para eluição da proteína foram utilizadas concentrações crescentes 

de imidazol (10, 25, 50, 75, 100, e 250 mM). As amostras de proteína obtidas após a indução 

da expressão e purificação foram analisadas em SDS-PAGE 15%. A concentração de proteína 

foi determinada usando o kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA) e a mesma foi mantida em freezer a -20oC até sua utilização. 

 

3.2 Cultura Celular  

As culturas de hDPCs utilizadas neste estudo foram estabelecidas a partir de terceiros 

molares após a aprovação do comitê de ética em pesquisa em seres humanos da Faculdade de 

Odontologia de Araraquara/UNESP - FOAr (CAAE: 90278518.6.0000.5416). As células foram 

provenientes de terceiros molares de três pacientes saudáveis (16 a 25 anos), indicados para a 

extração por motivos ortodônticos. As culturas de células foram estabelecidas usando o método 

de dissociação enzimática50. Resumidamente, os tecidos periodontais foram removidos, os 

dentes foram desinfetados, envolvidos com gaze, inseridos em pacotes de plástico esterilizados 
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e fraturados com auxílio de martelo. Em seguida, o tecido pulpar foi removido, transferido para 

microtubo de 2 mL (Axygen®, Corning, New York, NY, USA) contendo solução salina 

tamponada de fosfato (PBS 1X) e picotado em pequenos fragmentos com auxílio de uma 

tesoura estéril. O microtubo contendo a polpa foi centrifugado a 400g por 2 minutos, o 

sobrenadante foi removido e foi adicionado 1 mL de colagenase tipo I (Worthington, Vassar 

Ave, Lakewood, EUA) na concentração de 3 mg / mL. Esta solução permaneceu em contato 

com a polpa por 1 hora a 37 ° C, sendo que a cada 15 minutos foi realizada agitação de 5 

segundos em vórtex. Então, as células foram lavadas 2 vezes com PBS, repentindo a 

centrifugação a cada lavagem e foram cultivadas em placa de petri (0,40 x 11mm, Corning, 

New York, NY, USA), contendo meio de cultura α-minimum essential medium (α -MEM , 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino - SBF 

(Gibco/Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), penicilina (100 IU/ml) e estreptomicina (100 

µg/ml) (Sigma – Aldrich) em estufa a 37ºC, com atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 

e 95% de ar. Após atingirem confluência de 80%, as células foram transferidas para uma garrafa 

de cultura celular de 75 cm2 de área de crescimento celular (Corning). Para realização dos 

ensaios foram utilizadas células da 3ª a 6ª passagem que foram cultivadas em placas de 96, 24, 

12 ou 6 poços (Corning), contendo α-MEM com FBS 10% por 24h. O meio α -MEM não 

osteogênico foi utilizado como controle. Para o ensaio do vermelho de alizarina foi utilizado o 

meio osteogênico, obtido a partir da suplementação do α-MEM com 50 μg / mL de ácido L-

ascórbico (Sigma-Aldrich) e β-glicerofosfato 10 mM (Sigma-Aldrich). Todos os ensaios foram 

realizados pelo menos duas vezes empregando de triplicata a sextuplicata, com células de três 

doadores na forma de “pool”. 

 

3.3 Caracterização Imunofenotípica das Culturas de hDPCs 

A cultura de hDPCs foi avaliada por meio de citometria de fluxo utilizando os 

marcadores de células tronco mesenquimais (CD146, CD90, CD105, CD73) e hematopoiéticas 

e/ou endoteliais (CD45, CD34), como descrito previamente51. As hDPCs na terceira passagem 

foram cultivadas em placas de 24 poços (1x106 células/mL) e incubadas por 24 horas em estufa 

a 37ºC, com atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar. As células foram lavadas 

com PBS (sem cálcio - Ca e magnésio – Mg), incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente 

com 300µL/poço de detergente não enzimático (Gibco), coletadas da placa de cultura, 

transferidas para um tubo de 2mL (Axygen®, Corning) e lavadas com PBS gelado (sem Ca e 

Mg). Em seguida, o pellet foi ressuspendido com 100µL de stain buffer (2% de bovine serum 
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albumin – BSA em PBS) e as células foram incubadas com os anticorpos mouse anti-human 

conjugados com os fluorocomos: CD146-PE (phycoerythrin), CD90-FITC (fluorescein 

isothiocyanate), CD105-FITC, CD73-PE, CD45-PE e CD34-FITC seguindo as instruções do 

fabricante (BD Biosciences, Pharmingen, San Jose, CA, USA). Após incubação com as 

combinações de dois anticorpos com fluorocomos diferentes em cada tubo por 30 minutos em 

temperatura ambiente ao abrigo da luz, as células foram centrifugadas, o sobrenadante foi 

removido e o pellet foi ressuspendido com 100µL de stain buffer. As células foram analisadas 

em separador de células ativado por fluorescência - Facs (BD Biosciences FACS Verse 4C, 

Pharmingen).  

 

3.4 Avaliação da Viabilidade/Metabolismo Celular por Ensaio de MTT 

O ensaio de viabilidade celular é baseado na atividade da enzima mitocondrial 

desidrogenase em converter o sal que tem a cor amarela e é solúvel em água 3-(4,5-dimethyl-

thiazol) -2,5-diphenyl-tetrazolium bromide em compostos coloridos de formazan, cuja 

absorbância é proporcional a quantidade de células viáveis/metabolicamente ativas52. As 

hDPCs foram plaqueadas em placas de cultura de 96 poços (2x105 células/mL). Após 24 horas, 

as células foram expostas a diferentes concentrações da CsinCPI-2 (1,83 μM; 3,73 µM; 7,47 

µM; 11,20 µM e 16,60 µM), meio de cultura α-MEM (controle negativo) e ao o 

dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma/ Aldrich) na concentração de 20% (controle positivo), por 24 

horas. Em seguida, o sobrenadante foi removido e foi adicionado 100l da solução de MTT 

(Sigma/ Aldrich) a 0,5mg/mL, sendo as células incubadas por 4 horas em estufa 5% de CO2, 

95% de umidade à 37oC. Após este período adicionou-se 100µL álcool isopropílico acidificado 

(HCl: 0,04N) ao extrato para solubilizar os cristais de formazan. As densidades ópticas das 

soluções foram medidas em espectrofotômetro com filtro de 570 de comprimento de onda 

(Asys-UVM 340, Biochrom – MikroWin 2000). A porcentagem de viabilidade celular foi 

calculada comparando a absorbância das células tratadas com cada concentração da CsinCPI-2 

com o controle negativo (células não tratadas).   

 

3.5 Avaliação da Viabilidade por Ensaio de Alamar Blue 

O ensaio de alamar blue é baseado na  incorporação da resazurina, composto ativo do 

reagente alamar blue, pelas células viáveis. A resazurina incorparada é reduzida a resorufina, 

que é um composto vermelho e altamente fluorescente, cuja fluorescência correlaciona-se com 

a atividade metabólica e a viabilidade das células53. Vinte e quatro horas após o plaqueamento 
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das hDPCs (2x105 células/mL) em placas de cultura de 96 poços, elas foram expostas à 

CsinCPI-2 nas concentrações de 1,83 μM; 3,73 µM; 7,47 µM; 11,20 µM e 16,60 µM, meio de 

cultura α-MEM (controle negativo) e ao o dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma/ Aldrich) na 

concentração de 20% (controle positivo), por 24 horas. Após esse período, 120µL de uma 

solução de alamar blue a 10% (Thermo Fisher Scientific) foi adicionada em cada poço e as 

células foram incubadas por 4 horas. Em seguida, 100µL de cada poço foram colocados em 

outra placa para realização da leitura em espectrofotômetro VERSAmax (Molecular Devices 

LLC, San Jose, CA, USA) nos comprimentos de onda de 570 e 600nm. Os cálculos foram 

realizados por meio da subtração da leitura de 570nm e 600nm e posteriormente foi realizado a 

porcentagem de redução de rezasurina.   

 

3.6 Atividade da Fosfatase Alcalina (ALP)  

O ensaio de atividade de ALP foi realizado empregando o Kit comercial (Labtest, Lagoa 

Santa, MG, Brasil). As hDPCs foram plaqueados (7x104 células/mL) em placas de 96 poços e 

incubados por 24 horas. Em seguida, as células foram incubadas com a CsinCPI-2 nas 

concentrações de 1,83 μM; 3,73 µM; 7,47 µM; 11,20 µM e 16.60 µM, e com o meio de cultura 

α-MEM (controle negativo) nos períodos de 1, 3, 7 e 14 dias. Após cada período, as células 

foram lavadas com PBS (100 µL / poço) e incubadas com 200 µL de solução de lauril sulfato 

de sódio (SDS, 1mg/ml) por 30 minutos em temperatura ambiente. Microtubos de 2 mL 

(Axygen®, Corning) foram identificados, sendo 1 tubo para o padrão, 1 tubo para o branco e os 

demais para as amostras em triplicada. Os tubos estes foram preenchidos com os reagentes do 

kit, reagente 1 (substrato), reagente 2 (tampão) e reagente 4 (padrão) e incubados em banho 

maria (37ºC) por 2 minutos. Após esse período, foi adicionado 0,05 µL das amostras nos 

respectivos tubos, exceto no branco e no padrão, e estes foram novamente incubados em banho 

maria a 37ºC por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 500 µl do reagente 3 (reagente de 

cor) em todos os tubos e alíquotas de 100 µL foram transferidas para placa de 96 poços. A 

densidade óptica das soluções foram medidas por espectrofotômetro com filtro de 590 nm de 

comprimento de onda (Asys-UVM 340, Biochrom – MikroWin 2000), e a atividade da ALP foi 

calculada como µmol de timolftaleína/min/L/OD. Os dados foram expressos como atividade da 

ALP normalizada pelas células viáveis nos respectivos períodos (OD = 570 nm) determinado 

no ensaio de MTT que foi realizado concomitantemente ao ensaio de atividade de ALP54.  
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Com base nos resultados da atividade de ALP induzida pelas diferentes concentrações 

da CsinCPI-2, foi escolhida uma única concentração (3,73µM) para realização dos demais 

experimentos.  

3.7 Análise de Apoptose por Citometria de Fluxo 

A avaliação de apoptose foi realizada empregando-se anexina V-FITC e iodeto de 

propídeo (PI). A anexina V conjugada com a fluoresceína é usada para quantificação de células 

apoptóticas por se ligar a fosfolipídeos da membrana plasmática carregados negativamente 

como a fosfatidilserina. As células apoptóticas mantêm a integridade da membrana plasmática 

durante a maior parte do processo de apoptose e se torna permeável ao PI durante a necrose 

secundária à apoptose55. As hDPCs foram cultivados na densidade de 1x106 células/mL em 

placas de cultura de 24 poços e incubadas com a CsinCPI-2 na concentração de 3,73µM e 

controles (α-MEM e peróxido de hidrogênio - 1mM). Após 24 horas as células foram coletadas 

com uso do cell dissociation buffer Enzyme-Free Hank´s based (Gibco), centrifugadas e 

ressuspendidas em tampão de ligação, de acordo com as instruções do fabricante (FITC 

Annexin V Apoptosis detection Kit I, BD Biosciences, Pharmingen). A suspensão de células 

(100 µl) foi incubada com 3µl de FITC Annexin e de PI por 15 minutos a temperatura ambiente 

sem o contato com a luz. Em seguida, as células foram examinadas em um separador celular 

ativado por fluorescência - FCAS (BD Biosciences FACS Verse 4C, Pharmingen). Os 

resultados foram avaliados de acordo com os parâmetros: células viáveis (FITC-/PI-); apoptose 

inicial (FITC+/PI-); apoptose final (FITC+/PI+) e, necrose (FITC-/PI+). Para análise estatística 

e representação dos resultados as porcentagens de células em apoptose final e necrose foram 

somadas, e os resultados foram apresentados como células viáveis, em apoptose e em necrose.   

3.8 Ensaio de Coloração com Vermelho de Alizarina 

Com a finalidade de identificar e quantificar depósitos de cálcio, foi realizada a técnica 

de coloração com vermelho de alizarina. As hDPCs foram plaqueadas (1x104 células/mL) em 

placas de cultura de 24 poços. Durante 14 dias, as células foram expostas a CsinCPI-2 a 3,73 

µM e ao controle (meio de cultura α-MEM osteogênico), os quais foram renovados a cada 48 

horas. Ao final de 14 dias, o meio foi aspirado, os poços foram lavados com PBS e as células 

foram fixadas com etanol 70% a 4ºC por 1 hora. As monocamadas celulares foram, então, 

lavadas duas vezes com água destilada e foram adicionados a cada poço 0,3 mL de vermelho 

de alizarina (Sigma – Aldrich) a 40 mM (2% - pH 4,1). Após incubação em temperatura 

ambiente por 2 minutos, os corantes foram removidos e os poços foram lavados 4 vezes com 1 

mL de água destilada/poço. Em seguida, foram aplicados 500 μL da solução de cloreto de 
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cetilpiridinio a 10% (Sigma/Aldrich) em cada poço, sendo a placa com o substrato incubada 

por 15 minutos sob agitação a temperatura ambiente. Três alíquotas de 100 μL da ressuspensão 

de cada poço foram transferidas para placa de 96 poços e a leitura foi realizada em 

espectofotômetro com filtro de 562 nm de comprimento de onda (Asys-UVM 340, Biochrom – 

MikroWin 2000). Os resultados foram representados como densidade ótica obtida na leitura. 

Simultaneamente, em outra placa, foram realizados os mesmos tratamentos mencionados acima 

(indução, lavagem, coloração), e as placas foram deixadas anguladas por 2 minutos, para 

facilitar a remoção do excesso de água. Em seguida, foram adquiridas imagens em microscópio 

de luz convencional Leica-DM 2500 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha), empregando 

aumento original de 10X. 

3.9 qPCR 

  

Para avaliação da expressão de genes relacionados à mineralização, as hDPCS foram 

plaqueadas (2x105 células/mL) em placas de cultura de 12 poços. As células foram expostas à 

CsinCPI-2 a 3,73 µM e ao meio de cultura α-MEM (controle) durante 1, 3, 7 e 14 dias. Para 

extração do RNA, foi utilizado o método que combina o uso do Trizol (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA) seguido da utilização parcial do Kit de extração Illustra™ RNAspin Mini (GE 

Healthcare, little Chalfont, UK). A concentração e qualidade das amostras de RNA total foram 

verificadas no aparelho Nanodrop (GE Healthcare). O DNA complementar (cDNA) foi 

sintetizado empregando 0,5 µg de RNA total usando o Kit ImProm-II Reverse Transcription 

System (Promega Corporation, Madison, WI, USA). A expressão gênica foi analisada por meio 

de qPCR, utilizando o sistema “TaqManAssay” (Applied Biosystem, Life Technologies, Foster 

City, CA, USA) de acordo com as instruções da empresa. Foram utilizados os primers para 

proteína óssea morfogenética-2 - BMP-2 (Hs00154192_m1), osteocalcina - OC 

(Hs01587814_g1), fosfatase alcalina - ALP (Hs01029144_m1), sialoproteina óssea - BSP 

(Bt03212717_g1), runt-related transcription factor 2 - RUNX2 (Hs01047973_m1), 

proteína da matriz da dentina - DMP-1 (Hs01009391_g1) e gliceraldeído 3-fosfato 

dehidrogenase - GAPDH (Hs02758991_g1), todos da Applied Biosystems. Análises dos 

transcritos foram realizadas no aparelho Step One Sequence Detection System (Applied 

Biosystems). As taxas acumuladas de fluorescência foram analisadas pela curva de melting 

(Applied Biosystem) e a taxa de expressão dos genes alvos foi padronizada pelo gene GAPDH. 

Para comparar as taxas de expressão do mRNA de cada amostra, foi utilizado o método ∆∆Ct 

(fold ex pression = 2 - (∆∆Ct± stdev)). O ensaio foi realizado em triplicata. 
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3.10 Ensaio de Proliferação Celular 

 

Para a avaliação da proliferação celular foi empregado o ensaio imunoenzimático de 

incorporação de bromodeoxiuridina (BrdU) por meio do uso do kit ELISA (Roche GmbH, 

Heidelberg, Alemanha) de acordo com Heng et al.56. As hDPCs foram plaqueadas (2x104 

cel/poço) em placas de 96 poços e foram incubadas com a CsinCPI-2 a 3,73 µM e com o meio 

de cultura (controle) por 24 horas. Após esse período, 10uL da solução de BrDU foram 

adicionados em cada poço contendo 100uL de meio de cultura e as células foram incubadas a 

37ºC por 8 horas. Em seguida, o meio de cultura foi removido, foram aplicados 200µL/poço do 

fixador do kit (FixDenat, Roche GmbH) e as células foram incubadas por 30 minutos em 

temperatura ambiente para fixação e desnaturação do DNA simultaneamente. Este 

procedimento melhora a detecção posterior do BrDU pelo o anticorpo. Então, as células foram 

incubadas com o anticorpo para BrDU (1:100, 100 µL por poço) por 90 minutos em temperatura 

ambiente. O anticorpo foi removido e foram adicionados 100µL/poço da solução de substrato 

(5 minutos em temperatura ambiente). A absorbância foi mensurada no comprimento de onda 

de 370 nm em leitor de microplaca (Asys UVM 340, Cambridge, Londres, UK). 

 

3.11 Ensaio de Migração Celular por Transwell 

A capacidade da CsinCPI-2 (3,73 µM) de induzir a migração celular foi avaliada por 

meio do ensaio de transwell com poro de tamanho de 8µm (Corning). As hDPCs, cultivadas 

em garrafas para cultura, foram tripsinizadas e ressuspendidas em meio -MEM com 0,5% de 

SFB e “plaqueadas” no compartimento superior da transwell (200L da suspensão de células 

na densidade de 3 X 105 cel/mL. O compartimento inferior foi preenchido com 600L de meio 

-MEM com CsinCPI-2 (3.73M) ou SFB 10% (controle). Após 24 horas de incubação a 37οC 

e 5% de CO2, o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas com PBS, sendo àquelas 

que permaneceram na superfície superior da membrana (compartimento superior) removidas 

com auxílio de um cotonete. Foi realizada nova lavagem com PBS e as células que 

ultrapassaram a membrana e ficaram na face inferior da mesma (compartimento inferior) foram 

fixadas com paraformaldeído a 4% por 10 minutos. Após duas lavagens com PBS, as células 

foram coradas com Hoestch (2L/mL) por 15 minutos ao abrigo da luz. Cinco campos por 

transwell foram selecionados ao acaso para realizar análise quantitativa da migração celular 

pela contagem dos núcleos celulares em microscópio de fluorescência (EVOS F1 microscope, 

AMC, Bothell, WA, USA). 
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3.12 Análise Estatística 

Os resultados foram analisados por meio do software GraphPad Prism (GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA, EUA), com nível de significância de 5%. Os testes estatísticos 

utilizados foram análise de variância (ANOVA) de um fator e pós-teste de Tukey, ANOVA de 

dois fatores e pós-teste de Bonferroni ou teste t. 
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4 RESULTADOS  

O resultado foi descrito de acordo com cada ensaio realizado.  

 

4.1 Caracterização Imunofenotípica de Culturas de hDPCs 

As culturas de hDPCs utilizadas neste estudo expressaram marcação para células tronco 

mesenquimais CD105 (97,2%), CD90 (96,8%), CD73 (99,6%) e CD146 (69,1%). Por outro 

lado, houve baixa porcentagem de expressão para marcadores de células hematopoiéticas e 

endoteliais CD45 (0,2%) e CD34 (0,4%), como mostrado na figura 1.  

 

Figura 1 - Ensaio de citometria de fluxo para caracterização de células tronco mesenquimais  

 

Marcação de células tronco mesenquimais (CD146, CD105, CD90, CD73), hematopoiéticas e 

endoteliais (CD45 e CD34) em cultura de células da polpa dental humana. (A) Histogramas 

representativos de citometria de fluxo dos marcadores conjugados com isotiocianato de fluoresceína 

(FITC) ou ficoeritrina (PE). (B) Tabela de marcadores com os respectivos fluorocromos e porcentagens 

de marcação.  

 

Fonte: Elaboração própria 

 

4.2 Viabilidade Celular  

Os ensaios de viabilidade celular alamar blue e MTT revelaram que a CsinCPI-2 em 

contato com as hDPCs por 24 horas não teve efeito citotóxico nas concentrações estudadas. No 

ensaio de alamar blue (2A), não houve diferença significativa na viabilidade celular nas 

concentrações estudadas quando comparadas com o controle negativo (P > 0,05). No ensaio de 

MTT (2B), a viabilidade das células tratadas com a CsinCPI-2 em todas as concentrações foi 
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maior quando comparado ao controle negativo (P < 0,05). O grupo controle positivo teve menor 

porcentagem de viabilidade celular em comparação aos demais grupos (P < 0,05). 

 

Figura 2 - Ensaios de viabilidade celular 

 
Viabilidade das células da polpa dental humana após exposição à CsinCPI-2 por 24 horas. (A) Ensaio 

de alamar blue e (B) MTT. CN, grupo controle negativo; CP, grupo controle positivo (20% de 

dimetilsulfóxido – DMSO).  

Fonte: Elaboração própria 

 

4.3 Atividade de ALP  

No primeiro dia de exposição das hDPCs à CsinCPI-2, não houve efeito citotóxico em 

todas as concentrações estudadas quando comparado ao controle (P > 0,05). No terceiro e 

sétimo dia, a viabilidade das hDPCs expostas à CsinCPI-2 foi similar (P > 0,05) ou menor do 

que o controle (P < 0,05). Em 14 dias, as hDPCs expostas à CsinCPI-2 nas menores 

concentrações (1,83 e 3,73 µM) apresentaram maior viabilidade do que o controle (P < 0,05) 

como mostrado no ensaio de MTT (Figura 3A). A atividade de ALP foi inversamente 
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proporcional à concentração de CsinCPI-2, ou seja, nas menores concentrações houve maior 

atividade de ALP. A maior atividade de ALP (P < 0,05) foi observada em 7 e 14 dias de 

tratamento com a CsinCPI-2 a 1,83 e 3,73 µM (Figura 3B).  

Figura 3 - Ensaio de atividade de fosfatase alcalina (ALP) 

 

 

Ensaios de MTT (A) e atividade de ALP (B) realizados após a exposição das células da polpa dental 

humana à CsinCPI-2 em diferentes concentrações e ao meio de cultura α-MEM não osteogênico (C- 

controle negativo) por 1, 3, 7 e 14 dias. Barras com diferentes letras representam diferenças 

significativas entre os grupos em cada período.  

 

Fonte: Elaboração própria 
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4.4 Apoptose 

A exposição das células à CsinCPI-2 (3,73µM) por 24 horas não induziu apoptose, 

havendo menor porcentagem de células apoptóticas do que o controle negativo (P < 0,05). A 

população de células viáveis foi maior no grupo da CsinCPI-2 (P < 0,05) quando comparado 

ao controle negativo (Figure 4).   

 

Figura 4 - Ensaio de citometria de fluxo para avaliação de apoptose celular  

 

Comparação da viabilidade, apoptose e necrose por citometria de fluxo em células da polpa dental 

humana após exposição à CsinCPI-2 (3,73µM), meio de cultura α-MEM não osteogênico (Controle 

negativo – CN) e peróxido de hidrogênio na concentração de 1 mM (controle positivo - CP) por 24 horas 

(A). Barras com diferentes letras representam diferenças significativas entre os grupos. Dot plots 

representativos dos ensaios de citometria de fluxo derivados dos dados obtidos por marcação por meio 

de incorporação de FITC-AnV e PE em células dos grupos controles e CsinCPI-2 (B). A população de 

células viáveis (CV) (anexina-/ PI -), apoptose (A) (anexina+/PI-), necrose (N) (anexina+/PI+) / 

(anexina-/PI+) foram representadas nos quadrantes inferior esquerdo, inferior direito, superior direito e 

superior esquerdo, respectivamente.  

Fonte: Elaboração própria 
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4.5 Coloração Vermelho de Alizarina (ARS) 

Em 14 dias de exposição, a CsinCPI-2 (3,73 µM) mostrou efeito estimulatório 

significativo na formação de nódulos mineralizados (P < 0,05) quando comparado ao grupo 

controle (controle 5).  

Figura 5 - Ensaio de coloração vermelho de alizarina (ARS)  

 

(A) Comparação da produção de nódulos mineralizados. (B) Imagens dos grupos controle osteogênico 

(OC) e CsinCPI-2 (3,73 µM) mostrando deposição de nódulos mineralizados (em vermelho) após 14 

dias de exposição à CsinCPI-2. Barras com diferentes letras indicam diferença estatisticamente 

significante entre os grupos. Barra= 100µm.   

Fonte: Elaboração própria 

 

4.6 Análise da Expressão Gênica de Marcadores Osteogênicos por qPCR 

Em 1 e 3 dias, as hDPCs expostas à CsinCPI-2 (3,73 µM) apresentaram uma 

superexpressão de BMP-2 com fold de 40,0 e 108,0, respectivamente em relação ao grupo 

controle (P < 0,05). Aos 7 e 14 dias, as hDPCs expostas à CsinCPI-2 tiveram maior expressão 

de RUNX2 com fold de 1,9 e 1,4, respectivamente, quando comparado ao grupo controle (P < 

0,05). A expressão de ALP apresentou aumento com fold de aproximadamente 1,15 em 7 dias 
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(P < 0,05) e OC estava aumentada com fold de 1,36 em 3 dias e 1,21 em 7 dias (P < 0,05). A 

expressão de BSP foi maior (aproximadamente um aumento com fold de 1,43) em 1 dia de 

exposição a CsinCPI-2 (P < 0,05). Houve maior expressão de DMP-1 com fold de 

aproximadamente 1,6 em 3 dias de exposição das hDPCs à CsinCPI-2 (P < 0.05), em relação 

ao controle, como mostrado na figura 6.  

Figura 6 - Análise da expressão gênica por qPCR 

 

Efeito pró-osteogênico da CsinCPI-2 em células da polpa dental humana (hDPCs) avaliado por qPCR. 

Níveis de expressão de mRNA dos genes alvo em hDPCs expostas à CsinCPI-2 (3,73 µM) e ao controle 

(meio α-MEM) por 1, 3, 7 e 14 dias. Barras com letras diferentes representam diferença estatisticamente 

significante entre os grupos em cada período experimental. BMP-2, proteína morfogenética óssea 2; 

OC, osteocalcina; ALP, fosfatase alcalina; BSP, sialoproteína óssea; RUNX2, genes do fator de 

transcrição 2 e DMP-1, proteína da matriz da dentina. 

Fonte: Elaboração própria 
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4.7 Ensaio de Proliferação Celular 

 Como observado na figura 7, as células expostas à CsinCPI-2 por 24 horas apresentaram 

maior incorporação de BrDU quando comparado com as células do grupo controle (P < 0,05). 

Figura 7 – Proliferação celular pelo ensaio de incorporação de BrDU  

 

 
As células da polpa dental humana (hDPCs) expostas à CsinCPI-2 2 (3,73 µM) por 24 horas e as células 

não expostas (grupo controle) foram incubadas com BrDU por 8 horas. A absorbância, mensurada em 

espectrofotômetro com filtro de 370 nmol/L, é diretamente proporcional à quantidade de BrdU 

incorporada no DNA celular. Barras com diferentes letras indicam diferença estatisticamente 

significante entre os grupos. 

 

Fonte: Elaboração própria 

 

4.8 Ensaio de Migração Celular por Transwell 

Após 24 horas de exposição, a CsinCPI-2 mostrou efeito estimulatório na migração das 

células; as hDPCs tratadas com CsinCPI-2 apresentaram maior migração para a superfície 

inferior da membrana da transwell quando comparado com as células não tratadas (P < 0,05), 

como mostrado na figura 8.   
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Figura 8 - Ensaio de migração celular por transwell 

 

As células da polpa dental humana (hDPCs) foram tratadas com a CsinCPI-2 2 (3,73 µM) por 24 horas. 

(A) Comparação da migração celular. (B) Imagens dos núcleos das hDPCs corados com Hoestch que 

migraram através da membrana da transwell (fluorescência azul dos núcleos). Barras com diferentes 

letras indicam diferença estatisticamente significante entre os grupos. Barra = 200µm 

Fonte: Elaboração própria 
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5 DISCUSSÃO 

O objetivo deste estudo foi avaliar a citocompatibilidade e o efeito da CsinCPI-2 na 

migração, proliferação e no desenvolvimento de fenótipo osteogênico em hDPCs. A população 

de hDPCs utilizada teve alta expressão de células tronco mesenquimais (CD146, CD105, CD73 

e CD90) e baixa expressão de CD45 (marcador de células hematopoiéticas) e CD34 (marcador 

de células hematopoiéticas e endoteliais), assim como mostrado na literatura em culturas 

primárias de hDPCS57,58.  

As hDPCS expostas à CsinCPI-2 nas diferentes concentrações por 24 horas 

apresentaram maior porcentagem de viabilidade que o controle. As menores concentrações de 

CsinCPI-2 (1,83 μM e 3,73 μM) não mostraram citotoxicidade em 14 dias de exposição e 

induziram maior atividade de ALP em 7 e 14 dias. Por esse motivo, escolhemos a concentração 

de 3,73 μM para os ensaios de apoptose, qPCR e ARS.  

A apoptose, também conhecida como morte celular programada, é uma forma ativa de 

morte celular, caracterizada pela contração da membrana celular e condensação da cromatina, 

seguida pela fragmentação nuclear, envolvendo a ativação das caspases específicas59. As 

células apoptóticas e seus fragmentos são rapidamente removidos, sem induzir reação 

inflamatória60 e causando poucos danos aos tecidos circundantes61. No entanto, o descontrole 

da morte por apoptose pode originar doenças neurodegenerativas62, danos isquêmicos, 

distúrbios autoimunes e muitos tipos de câncer63. No presente estudo, as hDPCs expostas a 

CsinCPI-2 não tiveram apoptose e apresentaram maior porcentagem de células viáveis que o 

controle, sugerindo que ela pode induzir proliferação celular.  

A reparação tecidual, essencial para restabelecer a integridade e função do tecido64, 

envolve vários processos, dentre eles a proliferação e a migração de células tronco 

mesenquimais para o local da lesão45. Para avaliar o efeito da CsinCPI-2 na proliferação e 

migração das hDPCs foram utilizados os ensaios de BrdU e de traswell, respectivamente. O 

ensaio colorimétrico de BrdU quantifica a proliferação celular por meio da medição da 

incorporação de BrDU durante a síntese de DNA em células que estão se multiplicando65,66. Há 

basicamente dois tipos de ensaios de migração celular, o ensaio de transwell e de scratch assay. 

O ensaio de scratch assay não foi utilizado, porque os resultados de migração obtidos com ele 

podem ser influenciados pela proliferação celular e também pela espessura variada da “ferida” 

criada pelo operador67. O princípio do ensaio de transwell é baseado em duas câmaras separadas 

por meio de uma membrana porosa na qual as células transmigram. O tamanho das células a 

serem analisadas determina o tamanho necessário do poro das membranas. É essencial escolher 

o diâmetro do poro que permita uma transmigração ativa, ou seja, o diâmetro do poro deve ser 
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menor do que o diâmetro da célula para evitar quedas inespecíficas das células. As membranas 

estão disponíveis com poros de diâmetros entre 3 e 12mm67. Para realização do ensaio de 

migração foi escolhida transwell com poro de tamanho de 8µm, com base em estudos que 

realizaram estudos semelhantes ao nosso utilizando hDPCs 68-70. As células expostas à CsinCPI-

2 apresentaram maior proliferação e migração do que as não tratadas. Os resultados de 

proliferação estão de acordo os resultados dos ensaios de MTT e de citometria de fluxo e com 

estudo recente que mostrou um aumento na proliferação celular de células osteoblásticas de 

camundongo, MC3T3-E1, tratadas com a cistatina C purificada71. A cistaina C é um inibidor 

natural de cisteíno protease que suprime a diferenciação e a função de reabsorção dos 

osteoclastos27.  

A BMP-2, membro da superfamília do fator de crescimento transformador beta (TGF-

β), desempenha um papel decisivo durante a formação óssea, regeneração e processos de reparo 

ósseo72,73. CsinCPI-2 estimulou uma maior expressão de mRNA do marcador osteogênico 

BMP-2 em 1 e 3 dias de exposição. De acordo com a literatura, os inibidores de cisteíno 

proteases podem estimular a expressão de BMP-227, e suprimir a degradação dos fatores de 

crescimento como BMP-2 na matriz orgânica e consequentemente, aumentar a formação 

óssea28. 

O marcador osteogênico RUNX2 coordena múltiplas vias de sinalização relacionadas a 

diferenciação dos osteoblastos74. Houve um aumento na expressão gênica de RUNX2 em 7 e 

14 dias após a exposição das células hDPCs a CsinCPI-2 quando comparado ao grupo controle. 

Danjo et al.27 mostram que células da medula e da calvária de ratos tratadas com a cistatina C 

tiveram expressão aumentada do gene RUNX2 em 7, 14 e 21 dias, concordado com os 

resultados obtidos no presente estudo.  

O gene OC, que regula a fase mineral da osteogênese, é um fator de estágio tardio da 

diferenciação celular39,75.  A BSP é secretada principalmente por osteoblastos, e a sua expressão 

é crucial para a deposição e mineralização da matriz76,77. O aumento da expressão de BSP 

sugere a diferenciação de várias células em osteoblastos78. A ALP tem sido implicada em vários 

papéis-chave na mineralização óssea79. No presente estudo, houve um aumento na expressão 

dos mRNA dos marcadores osteogênicos OC, BSP e ALP em hDPCs tratadas com CsinCPI-2.  

A DMP-1 é uma proteína não-colagênica da dentina expressa por células da polpa dental 

e odontoblastos, que exerce papel importante80, na mineralização e maturação da pré-dentina 

durante a dentinogênese81. Além disso, o gene DMP-1 é expresso na fase inicial de 

diferenciação de osteoblastos e também facilita a expressão gênica dos marcadores de 

diferenciação osteo/odontogênicos82. De acordo com Suzuki et al.82, a DMP-1 age diretamente 
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a mineralização óssea, pois camundongos deficientes para este gene tiveram mineralização 

óssea deficiente. Os resultados do presente estudo mostraram que as hDPCs tiveram aumento 

significativo de expressão DMP-1 em 3 dias de exposição à CsinCPI-2. Um estudo em células 

tronco da polpa de dente de furões mostrou maior expressão gênica de DMP-1 em 4 dias de 

avaliação em meio osteogênico83. Os nossos resultados mostraram que sem o meio indutor 

(osteogênico) a CsinCPI-2 foi capaz de estimular a expressão de DMP-1, ou seja, apresentou 

potencial de induzir diferenciação osteo/odontogênica. No entanto, não podemos afirmar que a 

CsinCPI-2 induz diferenciação odontoblástica pois, para isto, é necessário avaliar outros 

marcadores de odontoblasto. 

A ALP é uma das principais enzimas expressas durante a maturação inicial dos 

osteoblastos e desempenha um papel importante na deposição de minerais84. O aumento da 

atividade de ALP indica uma maior expressão de fenótipo osteogênico79. O ensaio de coloração 

de vermelho de alizarina permite quantificar de depósitos de cálcio em culturas de células85. A 

CsinCPI-2 estimulou a atividade de ALP e a deposição de nódulos mineralizados e, portanto, 

induziu a diferenciação das hDPCs em fenótipo osteogênico. Os resultados do presente estudo 

corroboram com o estudo no qual as células da medula óssea e da calvária de ratos tratadas com 

cistatina C apresentaram aumento da atividade de ALP, a formação de nódulos mineralizados 

e a expressão de mRNA dos genes BMP-2, RUNX2 e OC27.  

Finalmente, considerando os efeitos na indução da proliferação, migração e no 

desenvolvimento do fenótipo osteogênico, mostrados no presente estudo, somado à inibição das 

catepsinas K e B e potencial anti-inflamatório43, com consequente controle da reabsorção óssea, 

a CsinCPI-2 pode ser uma molécula promissora para aplicações biotecnológicas. Assim, ela 

poderia ser incorporada em scaffolds ou medicação intracanal usados em técnicas de 

regeneração endodôntica, para promover a regeneração/reparação pulpar e periapical. Além 

disso, outras aplicações potenciais ocorrem em níveis sistêmicos, por exemplo, no caso de 

patologias ósseas que afetam todo o esqueleto. Apesar dos resultados promissores, estudos são 

necessários para avaliar as vias de sinalização envolvidas na diferenciação em fenótipo 

osteogênico induzido pela fitocistatina CsinCPI-2 em hDPCS, bem como determinar se os seus 

efeitos benéficos in vitro correspondem a um aumento e / ou aceleração do reparo tecidual in 

vivo. Além disso, é necessário avaliar se a CsinCPI-2 induz expressão de marcadores 

odontogênicos em hDPCs. 
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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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ANEXO A - Parecer consubstanciado do comitê de ética em pesquisa da Faculdade de 

Odontologia - Campus Araraquara aprovando a realização da pesquisa. 
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