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Viola KS. Cistatina recombinante da Citrus sinensis (CsinCPI-2) induz proliferagéo, migracéo
e diferenciacdo osteogénica de células da polpa dental humana [tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2019.

RESUMO

As cistatinas sdo inibidores naturais de cisteino proteases e desempenham um papel critico no
controle da degradacdo de proteinas. As cistatinas de plantas, dentre elas a cistatina produzidas
de forma recombinante a partir da Citrus sinensis (CsinCPI-2), ttm mostrado potencial para
serem usadas em diferentes abordagens terapéuticas. Os objetivos deste estudo foram avaliar a
citocompatibilidade e o efeito da fitocistatina CsinCPI-2 sobre a proliferagdo, migracéo e
diferenciacdo osteogénica de células da polpa dental humana (hDPCs). Previamente a
realizacdo dos ensaios, as hDPCs foram caracterizadas quanto a expressédo de marcadores de
células tronco mesenquimais por meio de citometria de fluxo. hDPCs expostas a CsinCPI-2 e
ndo expostas (controle) foram avaliadas quanto a viabilidade celular por meio dos ensaios de
metiltiazol tetrazolio (MTT) e alamar blue, apoptose por meio de citometria de fluxo, atividade
da fosfatase alcalina (ALP) por meio do célculo da liberacdo de timolfitaleina, producédo de
nodulos mineralizados por meio de coloracdo com vermelho de alizarina, migracédo celular pelo
ensaio de transwell, proliferacdo por meio de ensaio de incorporacdo de bromodeoxiuridina
(BrdU) e expressdo génica de proteina morfogenética dssea 2 (BMP-2), fator de transcricdo
osteogénica (RUNX2), fosfatase alcalina (ALP), osteocalcina (OC), sialoproteina 6ssea (BSP)
e proteina da matriz da dentina (DMP-1) por meio da reacdo da polimerase em cadeia em tempo
real quantitativa (QPCR).Os dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) one
way e pos-teste de Turkey, ANOVA two way e pos-teste de Bonferroni ou teste t (o = 0,05).
As hDPCs utilizadas nos ensaios mostraram marcacdo positiva para células tronco
mesenguimais (CD105, CD90, CD73, CD146) e negativa para células hematopoiéticas e
endoteliais (CD45, CD34). A CsinCPI-2 foi citocompativel e ndo induziu apoptose. Houve
maior formacédo de nddulos mineralizados, atividade de ALP, proliferacdo e migracao celular e
maior expressao dos genes BMP-2, RUNX2, ALP, OC. BSP e DMP-1 no grupo da CsinCPI-2
em relacdo ao controle (P < 0,05). Em conclusdo, a CsinCPI-2 foi citocompativel, induziu
migracdo e proliferecdo celular, bem como a diferenciagdo de hDPCs em fendtipo osteogénico.
Portanto, a CsinCPI-2 pode ser uma molécula promissora para ser utilizada em técnicas de
regeneracao/reparacdo pulpar e periapical.

Palavras-chave: Cistatinas. Diferenciacdo celular. Polpa dentéria. Endodontia.



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 (o= 0.05). hDPCs used in assays
showed positive marking for mesenchymal stem cells (CD105, CD90, CD73, CD146) and
negative to hematopoietic and endothelial cells (CD45, CD34). CsinCPI-2 was cytocompatible
and induced no apoptosis. There was greater formation of mineralized nodules, ALP activity,
proliferation and migration cells and greater expression of BMP-2, RUNX2, ALP, OC, BSP
and DMP-1 genes in CsinCPI-2 group compared to control (P <0, 05). In conclusion, CsinCPI-
2 was cytocompatible, induced cell migration and proliferation, as well as differentiation of
hDPCs into osteogenic phenotype. Therefore, CsinCPI-2 may be a promising molecule for used
in pulp and periapical regeneration/repair techniques.

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

A remodelacdo 0ssea é um processo dinamico, necessitando de um balango fino entre
deposicdo de novo 0sso e reabsorcdo de componentes existentes da matriz mineralizada. Neste
cenario, mecanismos de reabsor¢do dependem da acdo de proteases especificas capazes de
degradar a matriz organica, predominantemente composta por colageno do tipo I, e da
solubilizacdo do componente mineral inorganico pela producdo e bombeamento de prétons
pelos osteoclastos, tornando o microambiente 4cido® . A degradagdo da matriz orgénica é
realizada por metaloproteases da matriz (MMPSs) e por cisteino proteases, principalmente por
acdo da catepsina K2.

Cisteino proteases estdo presentes em animais, plantas, virus, bactérias e protozoarios®
e estdo divididas em 76 familias e 8 clds* . O sequenciamento do genoma humano publicado
em 2003 mostrou a existéncia de 11 cisteino proteases, também conhecidas como catepsinas
(B,H, L, S, C K,O,F, V, XeW). Essas catepsinas sdo proteases lisossomais e pertencem a
familia das papainas proteases ou C1° . As catepsinas degradam as proteinas da matriz
extracelular como o colageno, laminina, fibronectina e proteoglicanas®’. Elas participam de
processos fisioldgicos, como remodelacdo tecidual, turnover da matriz extracelular, fungdes do
sistema imune, entre outros®. Por outro lado, essas enzimas também estdo envolvidas em varios
processos patoldgicos, especialmente em doencas envolvendo remodelacdo tecidual como a
doenca de Alzheimer, osteoporose, artrite, invasao tumoral, metastase, doenca periodontal e
periodontite apical - lesdo periapical® 81,

Por sua vez, a catepsina K é uma cisteino protease lisossomal que desempenha um papel
chave na reabsorcdo 0ssea, motivo pelo qual tem emergido como alvo promissor para o
tratamento de determinadas osteopatias, como a osteoporose®. Ela é altamente expressa pelos
osteoclastos e desempenha um papel essencial na funcéo destas células e na degradacdo dos
componentes proteicos da matriz, incluindo o colageno tipo I, com subsequente destruigcdo
tecidual durante a reabsorcdo Gssea'?. A catepsina K representa 98% da atividade de cisteino
proteases dsseas 2.

A catepsina B, expressa em diversos tipos celulares, incluindo osteoclastos, também
participa dos processos de reabsor¢do®®’ e remodelagéo dsseal®. Além disso, a catepsina B esta
ligada a ativacdo de procolagenase, prostromelisina e pro-uPA, enzimas envolvidas na cascata
proteolitica observadas na degradacdo focal de ostedide!® e matrizes tumorais®®.

Na Odontologia, as catepsinas tém um importante papel patogénico na doenca carie,

participando efetivamente na cavitagio das lesdes’. Sequencialmente, as catepsinas participam
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da degradagdo da matriz colagénica da dentina e, posteriormente, ativam a fosfatase acida
resistente ao tartarato (TRAP), uma importante enzima envolvida na reabsorcéo da dentina 8:1°,
As catepsinas estdo presentes na dentina e sdo expressas nos odontoblastos e no tecido pulpar,
sendo a catepsina B, uma das que apresentam maior expressio®°. A catepsina B também tem
sido associada & degradacdo do colageno da matriz em gengivites e periodontites? e esta
envolvida nos processos de remodelagdo 6ssea que ocorrem durante o tratamento ortodontico®.
A catepsina K esta envolvida na osteoclastogénese durante o desenvolvimento da lesdo
periapical®®°. Gao et al.® mostraram que o silenciamento da expressdo do gene da catepsina K
reduziu significativamente a destruicdo 0ssea e a expressdo das citocinas em lesbes periapicais
induzidas em ratos. Estudos recentes tém mostrado que inibidores de catepsina K reduzem a
reabsorcdo éssea pela inibicdo da funcdo de osteoclastos e a sintese de mediadores
inflamatdrios, diminuindo a expansédo da lesdo periapical em ratos. Os autores desses estudos
sugeriram que inibidores de catepsina K poderiam ser utilizados para o tratamento da
periodontite apical - lesdo periapical'®?,

Os inibidores da catepsina K (cistatinas) sdo uma classe emergente de farmacos que sao
potentes antagonistas da atividade osteocléstica® e o seu uso leva a reducéo da perda Gssea, por
exemplo em casos de osteoporose®. As cistatinas inibem reversivelmente as catepsinas e o seu
mecanismo de acdo € baseado na inibicdo competitiva por meio do bloqueio da atividade
proteolitica®®. As cistatinas de humanos tém um papel critico no controle da degradacio de
proteinas, pois algum desequilibrio pode resultar em processos patolégicos como cancer,
doencas neurodegenerativas, doengas cardiovasculares e reabsorgio 6ssea®.

Outra possivel acéo das cistatinas, mostrada no estudo de Danjo et al.?’, é o efeito pro-
osteogénico. Os autores utilizaram a cistatina C (CysC) que é um inibidor natural de cisteino-
protease que suprime a diferenciagéo e funcdo de reabsor¢éo de osteoclastos. Células da medula
e da calvaria de ratos tratadas com CysC apresentaram elevada expressao do mRNA de proteina
morfogenética 0ssea -2 (BMP-2) e do fator de transcri¢cdo osteogénica (RUNX2), além de
aumento da atividade de fosfatase alcalina (ALP), mineralizagdo da matriz ¢ssea e formacéo de
0sso da calvaria. Além disso, trabalho desenvolvido por Fuller et al.?2 mostrou que o inibidor
de catepsina K (MV061194 - Medivir UK Ltd., Little Chesterford, Essex, UK) suprime a
degradacéo de fatores de crescimento como a BMP-2 da matriz organica e, consequentemente
aumenta a formag&o 6ssea?,

As cistatinas séo proteinas evolutivamente relacionadas e agrupadas na “superfamilia
cistatina”. Membros desta superfamilia sdo classificados em quatro familias de cistatinas. Trés

de origem animal e uma da familia de cistatinas de plantas®®. A familia 1, ou familia das
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estefinas, € uma cistatina intracelular presente no citosol de muitos tipos celulares e nos fluidos
do corpo em concentragdes significantes®. A familia 2, ou familia cistatina, é principalmente
secretada extracelularmente e é amplamente distribuida e encontrada na maioria dos fluidos
corporais®t. Na familia 3, ou familia cininogénio, estdo os cininogénios do plasma sanguineo.
A familia 4, ou familia das fitocistatinas, compreende os inibidores de cisteino proteases de
plantas®®. As fitocistatinas possuem caracteristicas genémicas e estruturais que as diferem das
cistatinas animais?®. Elas sio proteinas pequenas, com massa molecular de 12-16kDa* e s&o
encontradas em uma grande variedade de plantas superiores, principalmente em angiospermas
como no arroz, milho, soja, figo e cana-de-agcar, laranja, entre outras®>**, As fitocistatinas
apresentam capacidade de inibir enzimas da classe C1A ou papainas® e estdo envolvidas na
regulacao da atividade das proteases endogenas durante a maturacdo de sementes, e na defesa
contra cisteino proteinases exégenas de insetos®. A identificacdo de novas fitocistatinas é
facilitada pela disponibilidade de bancos de ESTs (expressed sequence tag) originados em
projetos de sequenciamento em grande escala. Reis & Margis® identificaram, por meio do
projeto genoma da cana-de-agUcar, 25 clusters para fitocistatinas, classificados em 4 grupos.
Estas proteinas inibem, principalmente, as enzimas pertencentes a familia C1A (papaina) e a
familia C13 (leguminosa)®.

A cistatina derivada da cana-de-acUcar foi caracterizada e denominada de canacistatina.
Essa fitocistatina é produzida de forma recombinante e apresenta expressdo de
aproximadamente 15kDa®. Ela inibe as catepsinas humanas B, K, L e V, a cisteino peptidases
de plantas papaina e baupaina®’ e o crescimento de fungos fiamentoso de Trichoderma reesei®.
Atualmente existem cinco cistatinas recombinantes derivadas da cana-de-acUcar que sdo
denominadas CaneCPI-1, CaneCPI -2, CaneCPI -3, CaneCPI -4 and CaneCPI -5 Estudos
tém mostrado que as canacistatinas reduzem a invasio de células tumorais in vitro*, inibem o
desenvolvimento de melanoma in vivo, sdo capazes de diminuir o processo de angiogénese in
vitro e in vivo®® e reduzem significantemente a erosio inicial do esmalte dental®.

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 laboratério de Biotecnologia Vegetal da Universidade Federal de Sdo Carlos.
Estudo de nosso grupo de pesquisa mostrou que a CsinCPI-2 inibiu as catepsinas humanas B e
K e apresentou potencial anti-inflamatdrio®,

A reparagdo pulpar, periapical e a “regenera¢do” endodontica envolvem a proliferacéo,

migracao e diferenciacdo de células tronco mesenquimais da polpa dental e da papila apical em
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osteoblatos e odontoblastos-like no local da injdria, o que leva a formagdo de tecido
mineralizado**“®. Portanto a capacidade de induzir a diferenciacio osteo/odontogénica de
células mesenquimais € uma das caracteristicas desejaveis de materiais para serem utilizados
no reparo pulpar e periapical e em técnicas de regeneragdo endoddntica*”*8, A identificacio de
substancias bioativas para a diferenciagdo osteo/odontobléstica de células tronco mesenquimais
da polpa ou da papila apical é um grande desafio para identificar futuros tratamentos

terapéuticos*®46,
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2 PROPOSICAO
Considerando o potencial das cistatinas de induzir fendtipo osteogénico?’, o objetivo
deste estudo foi avaliar a citocompatibilidade e o efeito da fitocistatina CsinCPI-2 sobre a

proliferacdo, migracéo e diferenciacdo osteogénica de células da polpa dental humana (hDPCs).
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3 MATERIAL E METODOS

A proteina recombinante CsinCPI-2 derivada da Citrus sinensis (laranjeira que produz
a laranja doce) foi produzida no laboratério de Biotecnologia Vegetal da Universidade Federal
de S&do Carlos (UFSCar). A CsinCPI-2 foi aplicada em cultura primaria 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
calculo da liberacdo de timolftaliena, producdo de nodulos mineralizados por vermelho de
alizarina, migracdo celular por meio do ensaio de transwell, proliferacdo por meio de ensaio
imunoenzimatico de incorporacdo de bromodeoxiuridina (BrdU) e expressdo de genes
relacionados a osteogénese (BMP-2, RUNX2, ALP, BSP, OC e DMP-1) por meio da reacéo

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

3.1 Expressao e Purificacdo da Proteina Recombinante CsinCPI-2

Para a producdo heterdloga da CsinCPI-2 recombinante, foi utilizada a cepa bacteriana
Escherichia coli Rosetta (DE3), transformada com o plasmideo pET28a- CsinCPI-2. As
bactérias contendo o plasmideo CsinCPI-2 foram cultivadas em meio liquido LB Broth (USB)
na presenca de IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) na concentracdo final de 0,4mM,
para inducdo da expressdo da proteina. Apds esta etapa, a proteina foi purificada em
cromatografia de afinidade utilizando coluna contendo resina de niquel Ni-NTA (QIAGEN,
Germantown, MD, USA). Para elui¢do da proteina foram utilizadas concentracdes crescentes
de imidazol (10, 25, 50, 75, 100, e 250 mM). As amostras de proteina obtidas apos a inducgédo
da expressdo e purificacdo foram analisadas em SDS-PAGE 15%. A concentracdo de proteina
foi determinada usando o kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

MA, USA) e a mesma foi mantida em freezer a -20°C até sua utilizac&o.

3.2 Cultura Celular

As culturas de hDPCs utilizadas neste estudo foram estabelecidas a partir de terceiros
molares apos a aprovacdo do comité 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 trés pacientes saudaveis (16 a 25 anos), indicados para a
extracdo por motivos ortoddnticos. As culturas de células foram estabelecidas usando o método
de dissociacdo enzimatica®®. Resumidamente, os tecidos periodontais foram removidos, os

dentes foram desinfetados, envolvidos com gaze, inseridos em pacotes de plastico esterilizados
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e fraturados com auxilio de martelo. Em seguida, o tecido pulpar foi removido, transferido para
microtubo de 2 mL (Axygen®, Corning, New York, NY, USA) contendo solucgdo salina
tamponada de fosfato (PBS 1X) e picotado em pequenos fragmentos com auxilio de uma
tesoura estéril. O microtubo contendo a polpa foi centrifugado a 400g por 2 minutos, 0
sobrenadante foi removido e foi adicionado 1 mL de colagenase tipo I (Worthington, Vassar
Ave, Lakewood, EUA) na concentragdo de 3 mg / mL. Esta solugdo permaneceu em contato
com a polpa por 1 hora a 37 ° C, sendo que a cada 15 minutos foi realizada agitacdo de 5
segundos em vortex. Entdo, as células foram lavadas 2 vezes com PBS, repentindo a
centrifugacdo a cada lavagem e foram cultivadas em placa de petri (0,40 x 11mm, Corning,
New York, NY, USA), contendo meio de cultura a-minimum essential medium (o -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
pg/ml) (Sigma — Aldrich) em estufa a 37°C, com atmosfera umidificada contendo 5% de CO>
e 95% de ar. Apds atingirem confluéncia de 80%, as células foram transferidas para uma garrafa
de cultura celular de 75 cm? de area de crescimento celular (Corning). Para realizagdo dos
ensaios foram utilizadas células da 3% a 62 passagem que foram cultivadas em placas de 96, 24,
12 ou 6 pogos (Corning), contendo a-MEM com FBS 10% por 24h. O meio a -MEM ndo
osteogénico foi utilizado como controle. Para o ensaio do vermelho de alizarina foi utilizado o
meio osteogénico, obtido a partir da suplementa¢do do a-MEM com 50 ug / mL de acido L-
ascorbico (Sigma-Aldrich) e B-glicerofosfato 10 mM (Sigma-Aldrich). Todos os ensaios foram
realizados pelo menos duas vezes empregando de triplicata a sextuplicata, com células de trés

doadores na forma de “pool”.

3.3 Caracterizacado Imunofenotipica 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 previamente®l. As hDPCs na terceira passagem
foram cultivadas em placas de 24 pocos (1x10° células/mL) e incubadas por 24 horas em estufa
a 37°C, com atmosfera umidificada contendo 5% de CO- e 95% de ar. As células foram lavadas
com PBS (sem célcio - Ca e magnésio — Mg), incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente
com 300uL/poco de detergente ndao enzimatico (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 100uL 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 instrucdes do
fabricante (BD Biosciences, Pharmingen, San Jose, CA, USA). Apos incubacdo com as
combinacg0es 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 100uL de stain buffer. As células foram analisadas
em separador de células ativado por fluorescéncia - Facs (BD Biosciences FACS Verse 4C,

Pharmingen).

3.4 Avaliacdo 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 soltvel em agua 3-(4,5-dimethyl-
thiazol) -2,5-diphenyl-tetrazolium bromide em compostos coloridos de formazan, cuja
absorbancia é proporcional a quantidade de células vidveis/metabolicamente ativas®?. As
hDPCs foram plaqueadas em placas de cultura de 96 pogos (2x10° células/mL). Apds 24 horas,
as células foram expostas a diferentes concentraces da CsinCPI-2 (1,83 uM; 3,73 uM; 7,47
uM; 11,20 uM e 16,60 uM), meio de cultura a-MEM (controle negativo) e ao o
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma/ Aldrich) na concentracdo de 20% (controle positivo), por 24
horas. Em seguida, o sobrenadante foi removido e foi adicionado 100ul da solucdo de MTT
(Sigma/ Aldrich) a 0,5mg/mL, sendo as células incubadas por 4 horas em estufa 5% de COx,
95% de umidade a 37°C. Apds este periodo adicionou-se 100uL alcool isopropilico acidificado
(HCI: 0,04N) ao extrato para solubilizar os cristais de formazan. As densidades Opticas das
solugdes foram medidas em espectrofotdmetro com filtro de 570 de comprimento de onda
(Asys-UVM 340, Biochrom — MikroWin 2000). A porcentagem de viabilidade celular foi
calculada comparando a absorbancia das células tratadas com cada concentracéo da CsinCPI-2

com o controle negativo (células ndo tratadas).

3.5 Avaliagéo da Viabilidade por Ensaio de Alamar Blue

O ensaio de alamar blue é baseado na incorporacdo da resazurina, composto ativo do
reagente alamar blue, pelas células vidveis. A resazurina incorparada é reduzida a resorufina,
que € um composto vermelho e altamente fluorescente, cuja fluorescéncia correlaciona-se com

a atividade metabolica e a viabilidade das células®. Vinte e quatro horas apds o plaqueamento
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das hDPCs (2x10° células/mL) em placas de cultura de 96 pogos, elas foram expostas a
CsinCPI-2 nas concentragdes de 1,83 uM; 3,73 uM; 7,47 uM; 11,20 uM e 16,60 puM, meio de
cultura a-MEM (controle negativo) e ao o dimetilsulféxido (DMSO, Sigma/ Aldrich) na
concentracdo de 20% (controle positivo), por 24 horas. Apds esse periodo, 120uL de uma
solugéo de alamar blue a 10% (Thermo Fisher Scientific) foi adicionada em cada pogo e as
células foram incubadas por 4 horas. Em seguida, 100uL de cada poco foram colocados em
outra placa para realizacdo da leitura em espectrofotometro VERSAmax (Molecular Devices
LLC, San Jose, CA, USA) nos comprimentos de onda de 570 e 600nm. Os calculos foram
realizados por meio da subtragéo da leitura de 570nm e 600nm e posteriormente foi realizado a

porcentagem de reducdo 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 (7x10* células/mL) em placas de 96 pogos e
incubados por 24 horas. Em seguida, as células foram incubadas com a CsinCPI-2 nas
concentragOes de 1,83 uM; 3,73 uM; 7,47 uM; 11,20 uM e 16.60 pM, e com o meio de cultura
a-MEM (controle negativo) nos periodos de 1, 3, 7 e 14 dias. Apds cada periodo, as células
foram lavadas com PBS (100 L / pogo) e incubadas com 200 uL de solucéo de lauril sulfato
de sodio (SDS, 1mg/ml) por 30 minutos em temperatura ambiente. Microtubos de 2 mL
(Axygen®, Corning) foram identificados, sendo 1 tubo para o padréo, 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 (tampao) e reagente 4 (padrdo) e incubados em banho
maria (37°C) por 2 minutos. Apos esse periodo, foi adicionado 0,05 pL das amostras nos
respectivos tubos, exceto no branco e no padrao, e estes foram novamente incubados em banho
maria a 37°C por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 500 pl do reagente 3 (reagente de
cor) em todos os tubos e aliquotas de 100 puL foram transferidas para placa de 96 pogos. A
densidade Optica das soluces foram medidas por espectrofotdmetro com filtro de 590 nm de
comprimento de onda (Asys-UVM 340, Biochrom — MikroWin 2000), e a atividade da ALP foi
calculada como pumol de timolftaleina/min/L/OD. Os dados foram expressos como atividade da
ALP normalizada pelas células viaveis nos respectivos periodos (OD = 570 nm) determinado

no ensaio de MTT que foi realizado concomitantemente ao ensaio de atividade de ALP>,
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Com base nos resultados da atividade de ALP induzida pelas diferentes concentragdes
da CsinCPI-2, foi escolhida uma Unica concentracdo (3,73uM) para realizagdo dos demais

experimentos.

3.7 Analise de Apoptose por Citometria de Fluxo

A avaliacdo de apoptose foi realizada empregando-se anexina V-FITC e iodeto de
propideo (PI). A anexina V conjugada com a fluoresceina é usada para quantificacao de células
apoptdticas por se ligar a fosfolipideos da membrana plasmética carregados negativamente
como a fosfatidilserina. As células apoptdticas mantém a integridade da membrana plasmética
durante a maior parte do processo de apoptose e se torna permeavel ao Pl durante a necrose
secundaria & apoptose®. As hDPCs foram cultivados na densidade de 1x10° células/mL em
placas de cultura de 24 pocos e incubadas com a CsinCPI-2 na concentracdo de 3,73uM e
controles (a-MEM e peroxido de hidrogénio - 1mM). Apds 24 horas as células foram coletadas
com uso do cell dissociation buffer Enzyme-Free Hank’s based (Gibco), centrifugadas e
ressuspendidas em tampao de ligacdo, de acordo com as instrucbes do fabricante (FITC
Annexin V Apoptosis detection Kit I, BD Biosciences, Pharmingen). A suspensao de células
(100 pl) foi incubada com 3ul de FITC Annexin e de Pl por 15 minutos a temperatura ambiente
sem o contato com a luz. Em seguida, as células foram examinadas em um separador celular
ativado por fluorescéncia - FCAS (BD Biosciences FACS Verse 4C, Pharmingen). Os
resultados foram avaliados de acordo com os parametros: células viaveis (FITC-/PI-); apoptose
inicial (FITC+/PI-); apoptose final (FITC+/P1+) e, necrose (FITC-/PI+). Para anélise estatistica
e representacdo dos resultados as porcentagens de células em apoptose final e necrose foram

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

3.8 Ensaio de Coloragdo com Vermelho de Alizarina

Com a finalidade de identificar e quantificar depdsitos de calcio, foi realizada a técnica
de coloracdo com vermelho de alizarina. As hDPCs foram plaqueadas (1x10* células/mL) em
placas de cultura de 24 pogos. Durante 14 dias, as células foram expostas a CsinCPI-2 a 3,73
KM e ao controle (meio de cultura a-MEM osteogénico), os quais foram renovados a cada 48
horas. Ao final de 14 dias, o meio foi aspirado, os pocos foram lavados com PBS e as células
foram fixadas com etanol 70% a 4°C por 1 hora. As monocamadas celulares foram, entéo,
lavadas duas vezes com agua destilada e foram adicionados a cada pogo 0,3 mL de vermelho
de alizarina (Sigma — Aldrich) a 40 mM (2% - pH 4,1). Apos incubacdo em temperatura
ambiente por 2 minutos, os corantes foram removidos e 0s pogos foram lavados 4 vezes com 1

mL de agua destilada/poco. Em seguida, foram aplicados 500 pL da solugdo de cloreto de
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cetilpiridinio a 10% (Sigma/Aldrich) em cada poco, sendo a placa com o substrato incubada
por 15 minutos sob agitagdo a temperatura ambiente. Trés aliquotas de 100 pL da ressuspensao
de cada poco foram transferidas para placa de 96 pocos e a leitura foi realizada em
espectofotdmetro com filtro de 562 nm de comprimento de onda (Asys-UVM 340, Biochrom —
MikroWin 2000). Os resultados foram representados como densidade Otica obtida na leitura.
Simultaneamente, em outra placa, foram realizados 0s mesmos tratamentos mencionados acima
(inducdo, lavagem, coloracdo), e as placas foram deixadas anguladas por 2 minutos, para
facilitar a remocéo do excesso de 4gua. Em seguida, foram adquiridas imagens em microscopio
de luz convencional Leica-DM 2500 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha), empregando
aumento original de 10X.

3.9gPCR

Para avaliacdo da expressdo de genes relacionados a mineralizacdo, as hDPCS foram
plaqueadas (2x10° células/mL) em placas de cultura de 12 pogos. As células foram expostas a
CsinCPI-2 a 3,73 UM e ao meio de cultura a-MEM (controle) durante 1, 3, 7 e 14 dias. Para
extracdo do RNA, foi utilizado o método que combina o uso do Trizol (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) seguido da utiliza¢ao parcial do Kit de extragdo Illustra™ RNAspin Mini (GE
Healthcare, little Chalfont, UK). A concentracdo e qualidade das amostras de RNA total foram
verificadas no aparelho Nanodrop (GE Healthcare). O DNA complementar (cDNA) foi
sintetizado empregando 0,5 pug de RNA total usando o Kit ImProm-Il Reverse Transcription
System (Promega Corporation, Madison, W1, USA). A expressao génica foi analisada por meio
de qPCR, utilizando o sistema “TagManAssay” (Applied Biosystem, Life Technologies, Foster
City, CA, USA) de acordo com as instrucGes da empresa. Foram utilizados os primers para
proteina 0Ossea morfogenética-2 - BMP-2 (Hs00154192 ml), osteocalcina - OC
(Hs01587814 g1), fosfatase alcalina - ALP (Hs01029144 m1), sialoproteina 0ssea - BSP
(Bt03212717_gl1), runt-related transcription factor 2 - RUNX2 (Hs01047973_m1),
proteina da matriz da dentina - DMP-1 (Hs01009391 gl1) e gliceraldeido 3-fosfato
dehidrogenase - GAPDH (Hs02758991 g1), todos da Applied Biosystems. Analises dos
transcritos foram realizadas no aparelho Step One Sequence Detection System (Applied
Biosystems). As taxas acumuladas de fluorescéncia foram analisadas pela curva de melting
(Applied Biosystem) e a taxa de express@o dos genes alvos foi padronizada pelo gene GAPDH.
Para comparar as taxas de expressdo do mRNA de cada amostra, foi utilizado o método AACt

(fold ex pression = 2 - (AaCtEstden)y g ensaio foi realizado em triplicata.
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3.10 Ensaio de Proliferacdo Celular

Para a avaliagdo da proliferacdo celular foi empregado o ensaio imunoenzimético de
incorporagdo de bromodeoxiuridina (BrdU) por meio do uso do kit ELISA (Roche GmbH,
Heidelberg, Alemanha) de acordo com Heng et al.®®. As hDPCs foram plaqueadas (2x10*
cel/poco) em placas de 96 pocos e foram incubadas com a CsinCPI-2 a 3,73 uM e com 0 meio
de cultura (controle) por 24 horas. ApoOs esse periodo, 10uL da solugdo de BrDU foram
adicionados em cada pog¢o contendo 100uL de meio de cultura e as células foram incubadas a
37°C por 8 horas. Em seguida, o meio de cultura foi removido, foram aplicados 200uL/poc¢o do
fixador do kit (FixDenat, Roche GmbH) e as células foram incubadas por 30 minutos em
temperatura ambiente para fixacdo e desnaturacdo do DNA simultaneamente. Este
procedimento melhora a detecgédo posterior do BrDU pelo o anticorpo. Entao, as células foram
incubadas com o anticorpo para BrDU (1:100, 100 uL por po¢o) por 90 minutos em temperatura
ambiente. O anticorpo foi removido e foram adicionados 100uL/pogo da solugéo de substrato
(5 minutos em temperatura ambiente). A absorbancia foi mensurada no comprimento de onda
de 370 nm em leitor de microplaca (Asys UVM 340, Cambridge, Londres, UK).

3.11 Ensaio de Migracédo Celular por Transwell

A capacidade da CsinCPI-2 (3,73 uM) de induzir a migracdo celular foi avaliada por
meio do ensaio de transwell com poro de tamanho de 8um (Corning). As hDPCs, cultivadas
em garrafas para cultura, foram tripsinizadas e ressuspendidas em meio a-MEM com 0,5% de
SFB ¢ “plaqueadas” no compartimento superior da transwell (200uL da suspenséao de células
na densidade de 3 X 10° cel/mL. O compartimento inferior foi preenchido com 600uL de meio
o-MEM com CsinCPI-2 (3.73uM) ou SFB 10% (controle). Apos 24 horas de incubacéo a 37°C
e 5% de CO., o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas com PBS, sendo aquelas
que permaneceram na superficie superior da membrana (compartimento superior) removidas
com auxilio 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 paraformaldeido a 4% por 10 minutos. Apds duas lavagens com PBS, as células
foram coradas com Hoestch (2ulL/mL) por 15 minutos ao abrigo da luz. Cinco campos por
transwell foram selecionados ao acaso para realizar analise quantitativa da migragao celular
pela contagem dos nucleos celulares em microscépio de fluorescéncia (EVOS F1 microscope,
AMC, Bothell, WA, USA).
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3.12 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados por meio do software GraphPad Prism (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA), com nivel de significancia de 5%. Os testes estatisticos
utilizados foram analise de variancia (ANOVA) de um fator e pds-teste de Tukey, ANOVA de
dois fatores e pos-teste de Bonferroni ou teste t.
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4 RESULTADOS
O resultado foi descrito de acordo com cada ensaio realizado.

4.1 Caracterizacdo Imunofenotipica de Culturas de hDPCs

As culturas de hDPCs utilizadas neste estudo expressaram marcagdo para células tronco
mesenquimais CD105 (97,2%), CD90 (96,8%), CD73 (99,6%) e CD146 (69,1%). Por outro
lado, houve baixa porcentagem de expressdo 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 caracterizacdo de células tronco mesenquimais

A CD105 + CD146 CD73 + CD34 CD45 + CD90

B) . Fluorescein isothiocyanate Phycoerythrin
Anticorpo ( Fluorocromos) (FITC) (PE)
CD105(FITC)+CD146(PE) 97,2% 69,1%
CD90(FITC)+ CD45(PE) 96,8% 0,2%

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

Fonte: Elaboracao propria

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 ndo teve efeito citotoxico nas concentracdes estudadas. No
ensaio de alamar blue (2A), ndo houve diferenca significativa na viabilidade celular nas
concentragdes 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 concentracdes 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 comparacéo aos demais grupos (P < 0,05).

Figura 2 - Ensaios de viabilidade celular
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Viabilidade das células da polpa dental humana ap6s exposi¢do a CsinCPI-2 por 24 horas. (A) Ensaio
de alamar blue e (B) MTT. CN, grupo controle negativo; CP, grupo controle positivo (20% de
dimetilsulféxido — DMSO).

Fonte: Elaboracdo propria

4.3 Atividade de ALP

No primeiro dia de exposi¢do das hDPCs a CsinCPI-2, ndo houve efeito citotoxico em
todas as concentragdes estudadas quando comparado ao controle (P > 0,05). No terceiro e
sétimo dia, a viabilidade das hDPCs expostas a CsinCPI-2 foi similar (P > 0,05) ou menor do
que o controle (P < 0,05). Em 14 dias, as hDPCs expostas a CsinCPI-2 nas menores
concentragdes (1,83 e 3,73 uM) 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 a concentracdo de CsinCPI-2, ou seja, nas menores concentracdes 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 uM (Figura 3B).

Figura 3 - Ensaio de atividade de fosfatase alcalina (ALP)
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Ensaios de MTT (A) e atividade de ALP (B) realizados ap6s a exposi¢do das células da polpa dental
humana a CsinCPI1-2 em diferentes concentracdes e ao meio de cultura a-MEM néo osteogénico (C-
controle negativo) por 1, 3, 7 e 14 dias. Barras com diferentes letras representam diferencas
significativas entre os grupos em cada periodo.

Fonte: Elaboracdo propria
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4.4 Apoptose
A exposicdo das células a CsinCPI-2 (3,73uM) por 24 horas ndo induziu apoptose,

havendo menor porcentagem de células apoptoticas do que o controle negativo (P < 0,05). A
populacédo de células viaveis 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 avaliacdo de apoptose celular
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Comparacdo da viabilidade, apoptose e necrose por citometria de fluxo em células da polpa dental
humana ap6s exposicdo a CsinCPI-2 (3,73uM), meio de cultura a-MEM ndo osteogénico (Controle
negativo — CN) e perdxido de hidrogénio na concentragdo de 1 mM (controle positivo - CP) por 24 horas
(A). Barras com diferentes letras representam diferencas significativas entre os grupos. Dot plots
representativos dos ensaios de citometria de fluxo derivados dos dados obtidos por marcagdo por meio
de incorporacgdo de FITC-AnV e PE em células dos grupos controles e CsinCPI-2 (B). A populacdo de
células viaveis (CV) (anexina-/ Pl -), apoptose (A) (anexina+/Pl-), necrose (N) (anexina+/Pl+) /
(anexina-/P1+) foram representadas nos quadrantes inferior esquerdo, inferior direito, superior direito e
superior esquerdo, respectivamente.

Fonte: Elaboracdo propria
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4.5 Coloragao Vermelho de Alizarina (ARS)
Em 14 dias de exposicdo, a CsinCPI-2 (3,73 pM) mostrou efeito estimulatorio
significativo na formacdo de nddulos mineralizados (P < 0,05) quando comparado ao grupo

controle (controle 5).

Figura 5 - Ensaio de coloracdo vermelho de alizarina (ARS)
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(A) Comparacéo da producéo de nédulos mineralizados. (B) Imagens dos grupos controle osteogénico
(OC) e CsinCPI-2 (3,73 pM) mostrando deposicdo de nédulos mineralizados (em vermelho) ap6s 14
dias de exposicdo a CsinCPI-2. Barras com diferentes letras indicam diferenca estatisticamente

significante entre os grupos. Barra= 100um.

Fonte: Elaboracdo propria

4.6 Analise da Expressdo Génica de Marcadores Osteogénicos por qPCR

Em 1 e 3 dias, as hDPCs expostas a CsinCPI-2 (3,73 pM) apresentaram uma
superexpressdo de BMP-2 com fold de 40,0 e 108,0, respectivamente em relacdo ao grupo
controle (P < 0,05). Aos 7 e 14 dias, as hDPCs expostas a CsinCPI-2 tiveram maior expressao
de RUNX2 com fold de 1,9 e 1,4, respectivamente, quando comparado ao grupo controle (P <

0,05). A expressao 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
expressdo de BSP foi maior (aproximadamente um aumento com fold de 1,43) em 1 dia de
exposicdo a CsinCPI-2 (P < 0,05). Houve maior expresséo de DMP-1 com fold de
aproximadamente 1,6 em 3 dias de exposi¢do das hDPCs a CsinCPI-2 (P < 0.05), em relagéo

ao controle, como mostrado na figura 6.

Figura 6 - Analise da expressao génica por gPCR
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Efeito pré-osteogénico da CsinCPI-2 em células da polpa dental humana (hDPCs) avaliado por gPCR.
Niveis de expressao de mMRNA dos genes alvo em hDPCs expostas a CsinCPI-2 (3,73 uM) e ao controle
(meio a-MEM) por 1, 3, 7 e 14 dias. Barras com letras diferentes representam diferenca estatisticamente
significante entre os grupos em cada periodo experimental. BMP-2, proteina morfogenética 0ssea 2;
OC, osteocalcina; ALP, fosfatase alcalina; BSP, sialoproteina dssea; RUNX2, genes do fator de
transcricdo 2 e DMP-1, proteina da matriz da dentina.

Fonte: Elaboracao propria
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4.7 Ensaio de Proliferacédo Celular

Como observado na figura 7, as células expostas & CsinCPI-2 por 24 horas apresentaram
maior incorporagdo de BrDU quando comparado com as células do grupo controle (P < 0,05).

Figura 7 — Proliferacéo celular pelo ensaio de incorporacdo de BrDU
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As células da polpa dental humana (hDPCs) expostas a CsinCPI-2 2 (3,73 uM) por 24 horas e as células
ndo expostas (grupo controle) foram incubadas com BrDU por 8 horas. A absorbancia, mensurada em
espectrofotdmetro com filtro de 370 nmol/L, é diretamente proporcional a quantidade de BrdU
incorporada no DNA celular. Barras com diferentes letras indicam diferenca estatisticamente
significante entre 0s grupos.

Fonte: Elaboracao propria

4.8 Ensaio de Migracéao Celular por Transwell

Ap0s 24 horas de exposicdo, a CsinCPI1-2 mostrou efeito estimulatorio na migracéo das
células; as hDPCs tratadas com CsinCPI-2 apresentaram maior migracdo para a superficie
inferior da membrana da transwell quando comparado com as células ndo tratadas (P < 0,05),

como mostrado na figura 8.
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Figura 8 - Ensaio de migracdao celular por transwell
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As células da polpa dental humana (hDPCs) foram tratadas com a CsinCPI-2 2 (3,73 uM) por 24 horas.
(A) Comparagdo da migracéao celular. (B) Imagens dos nucleos das hDPCs corados com Hoestch que
migraram através da membrana da transwell (fluorescéncia azul dos nucleos). Barras com diferentes
letras indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Barra = 200um

Fonte: Elaboracao propria
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5 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a citocompatibilidade e o efeito da CsinCPI-2 na
migracao, proliferacdo e no desenvolvimento de fenotipo osteogénico em hDPCs. A populacéo
de hDPCs utilizada teve alta expressao de células tronco mesenquimais (CD146, CD105, CD73
e CD90) e baixa expressdo de CD45 (marcador de células hematopoiéticas) e CD34 (marcador
de células hematopoiéticas e endoteliais), assim como mostrado na literatura em culturas
primarias de hDPCS®"%8,

As hDPCS expostas a CsinCPI-2 nas diferentes concentracbes por 24 horas
apresentaram maior porcentagem de viabilidade que o controle. As menores concentragdes de
CsinCPI-2 (1,83 uM e 3,73 uM) ndo mostraram citotoxicidade em 14 dias de exposicdo e
induziram maior atividade de ALP em 7 e 14 dias. Por esse motivo, escolhemos a concentracao
de 3,73 uM para os ensaios de apoptose, qPCR e ARS.

A apoptose, também conhecida como morte celular programada, € uma forma ativa de
morte celular, caracterizada pela contragdo da membrana celular e condensagéo da cromatina,
seguida pela fragmentacdo nuclear, envolvendo a ativacio das caspases especificas®. As
células apoptéticas e seus fragmentos sdo rapidamente removidos, sem induzir reacdo
inflamatoria® e causando poucos danos aos tecidos circundantes®®. No entanto, o descontrole
da morte por apoptose pode originar doencas neurodegenerativas®?, danos isquémicos,
distlirbios autoimunes e muitos tipos de cancer®®. No presente estudo, as hDPCs expostas a
CsinCPI-2 ndo tiveram apoptose e apresentaram maior porcentagem de células viaveis que o
controle, sugerindo que ela pode induzir proliferacdo celular.

A reparacdo tecidual, essencial para restabelecer a integridade e fungio do tecido®,
envolve varios processos, dentre eles a proliferacdo e a migracdo de células tronco
mesenquimais para o local da lesdo®. Para avaliar o efeito da CsinCPI-2 na proliferagio e
migracdo das hDPCs foram utilizados os ensaios de BrdU e de traswell, respectivamente. O
ensaio colorimétrico de BrdU quantifica a proliferacdo celular por meio da medicdo da
incorporagéo de BrDU durante a sintese de DNA em células que estdo se multiplicando®®. Ha
basicamente dois tipos de ensaios de migracdo celular, o ensaio de transwell e de scratch assay.
O ensaio de scratch assay ndo foi utilizado, porque os resultados de migracéo obtidos com ele
podem ser influenciados pela proliferacéo celular e também pela espessura variada da “ferida”
criada pelo operador®’. O principio do ensaio de transwell é baseado em duas cAmaras separadas
por meio de uma membrana porosa na qual as células transmigram. O tamanho das células a
serem analisadas determina o tamanho necessario do poro das membranas. E essencial escolher

o diametro do poro que permita uma transmigracao ativa, ou seja, o diametro do poro deve ser
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menor do que o didmetro da célula para evitar quedas inespecificas das células. As membranas
estdo disponiveis com poros de didmetros entre 3 e 12mm®’. Para realizacdo do ensaio de
migracao foi escolhida transwell com poro de tamanho de 8um, com base em estudos que
realizaram estudos semelhantes ao nosso utilizando hDPCs 70, As células expostas & CsinCPI-
2 apresentaram maior proliferacdo e migracdo do que as ndo tratadas. Os resultados de
proliferacdo estdo de acordo os resultados dos ensaios de MTT e de citometria de fluxo e com
estudo recente que mostrou um aumento na proliferacdo celular de células osteoblasticas de
camundongo, MC3T3-E1, tratadas com a cistatina C purificada’. A cistaina C é um inibidor
natural de cisteino protease que suprime a diferenciacdo e a funcdo de reabsorcdo dos
osteoclastos?’.

A BMP-2, membro da superfamilia do fator de crescimento transformador beta (TGF-
B), desempenha um papel decisivo durante a formacao 0ssea, regeneracdo e processos de reparo
6sse0’>™, CsinCPI-2 estimulou uma maior expressdo de mRNA do marcador osteogénico
BMP-2 em 1 e 3 dias de exposi¢do. De acordo com a literatura, os inibidores de cisteino
proteases podem estimular a expressdo de BMP-227, e suprimir a degradacdo dos fatores de
crescimento como BMP-2 na matriz organica e consequentemente, aumentar a formacao
Ossea?®.

O marcador osteogénico RUNX2 coordena multiplas vias de sinalizacdo relacionadas a
diferenciacdo dos osteoblastos’®. Houve um aumento na expressdo génica de RUNX2 em 7 e
14 dias ap0s a exposicdo das células hDPCs a CsinCPI-2 quando comparado ao grupo controle.
Danjo et al.?” mostram que células da medula e da calvaria de ratos tratadas com a cistatina C
tiveram expressdo aumentada do gene RUNX2 em 7, 14 e 21 dias, concordado com 0S
resultados obtidos no presente estudo.

O gene OC, que regula a fase mineral da osteogénese, é um fator de estagio tardio da
diferenciacéo celular®®™. A BSP ¢ secretada principalmente por osteoblastos, e a sua expressio
é crucial para a deposicdo e mineralizagdo da matriz’®’’. O aumento da expressdo de BSP
sugere a diferenciacéo de varias células em osteoblastos’®. A ALP tem sido implicada em varios
papéis-chave na mineralizacdo dssea’. No presente estudo, houve um aumento na expressio
dos MRNA dos marcadores osteogénicos OC, BSP e ALP em hDPCs tratadas com CsinCPI-2.

A DMP-1 é uma proteina ndo-colagénica da dentina expressa por células da polpa dental
e odontoblastos, que exerce papel importante®®, na mineralizagdo e maturagéo da pré-dentina
durante a dentinogénese®:. Além disso, o gene DMP-1 é expresso na fase inicial de
diferenciacdo de osteoblastos e também facilita a expressdo génica dos marcadores de

diferenciacdo osteo/odontogénicos®. De acordo com Suzuki et al.#2, a DMP-1 age diretamente
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a mineralizacdo 0Ossea, pois camundongos deficientes para este gene tiveram mineralizacdo
Ossea deficiente. Os resultados do presente estudo mostraram que as hDPCs tiveram aumento
significativo de expressdo DMP-1 em 3 dias de exposi¢do a CsinCPI-2. Um estudo em células
tronco da polpa de dente de furbes mostrou maior expressdao génica de DMP-1 em 4 dias de
avaliacdo em meio osteogénico®. Os nossos resultados mostraram que sem o meio indutor
(osteogénico) a CsinCPI-2 foi capaz de estimular a expressdao de DMP-1, ou seja, apresentou
potencial de induzir diferenciacdo osteo/odontogénica. No entanto, ndo podemos afirmar que a
CsinCPI-2 induz diferenciacdo odontoblastica pois, para isto, € necessario avaliar outros
marcadores de odontoblasto.

A ALP ¢é uma das principais enzimas expressas durante a maturacdo inicial dos
osteoblastos e desempenha um papel importante na deposicdo de minerais®. O aumento da
atividade de ALP indica uma maior expressao de fenétipo osteogénico’. O ensaio de coloragéo
de vermelho de alizarina permite quantificar de depdsitos de calcio em culturas de células®. A
CsinCPI-2 estimulou a atividade de ALP e a deposi¢do de nddulos mineralizados e, portanto,
induziu a diferenciacdo das hDPCs em fenotipo osteogénico. Os resultados do presente estudo
corroboram com o estudo no qual as células da medula 6ssea e da calvaria de ratos tratadas com
cistatina C apresentaram aumento da atividade de ALP, a formacéo de nddulos mineralizados
e a expressdo de mRNA dos genes BMP-2, RUNX2 e OC?.

Finalmente, considerando os efeitos na inducdo da proliferacdo, migracdo e no
desenvolvimento do fenétipo osteogénico, mostrados no presente estudo, somado a inibicdo das
catepsinas K e B e potencial anti-inflamatorio*?, com consequente controle da reabsorcdo 0ssea,
a CsinCPI-2 pode ser uma molécula promissora para aplicacdes biotecnoldgicas. Assim, ela
poderia ser incorporada em scaffolds ou medicacdo intracanal usados em técnicas de
regeneracdo endodontica, para promover a regeneracdo/reparacdo pulpar e periapical. Além
disso, outras aplicagBes potenciais ocorrem em niveis sistémicos, por exemplo, no caso de
patologias 0sseas que afetam todo o esqueleto. Apesar dos resultados promissores, estudos séo
necessarios para avaliar as vias de sinalizacdo envolvidas na diferenciacdo em fenotipo
osteogénico induzido pela fitocistatina CsinCPI-2 em hDPCS, bem como determinar se 0s seus
efeitos benéficos in vitro correspondem a um aumento e / ou aceleragdo do reparo tecidual in
vivo. Além disso, é necessario avaliar se a CsinCPI-2 induz expressdao de marcadores

odontogénicos em hDPCs.
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6 CONCLUSAO
A CsinCPI-2 foi citocompativel, induziu proliferacdo e migracao celular, bem como o

desenvolvimento de fenotipo osteogénico em hDPCS.
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Situagao do Parecer:
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Néo

ARARAQUARA, 09 de Outubro de 2018
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N&o autorizo a reproducao deste trabalho até dia 29/11/2021*
(Direitos de publicacdo reservado ao autor)

Araraquara, 29 de novembro de 2019

KENNIA SCAPIN VIOLA

* O prazo é de até dois anos apos a defesa



