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Cassiano AFB. Efeito pró-osteogênico da cistatina recombinante de cana-de-açúcar 
CaneCPI-5 em células pulpares humanas [dissertação de mestrado]. Araraquara: 
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022. 
 

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



 

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

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

 

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

 

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

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

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

mecanismos estejam acoplados funcionalmente e quantitativamente, ou seja, que 

haja um equilíbrio entre reabsorção e neoformação1. Várias doenças envolvem 

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

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

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

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

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

tornam o microambiente ácido6,7. 

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

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

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

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

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

desempenha papéis importantes em muitos processos fisiológicos como o 

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

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

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

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

As cisteína catepsinas podem ser prejudiciais quando estiverem desreguladas, 

com consequente superexpressão e secreção para o espaço extracelular. Um 

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

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

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

e avaliação da progressão dessas condições2,12,13.  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

patológicos como câncer, doenças neurodegenerativas e cardiovasculares, 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

estudos prolongados mostraram efeitos adversos relacionados a acidente vascular 

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

homólogas são necessárias e devem ser pesquisadas24. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

inibindo a reabsorção óssea pelos osteoclastos, mas também estimulando a 

proliferação de pré-osteoblastos MC3T3-E1. 

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

apresentam semelhanças em suas sequências e funções de aminoácidos28. Esse 

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

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

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

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

proteases que são encontradas naturalmente em diversas plantas, principalmente em 

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

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

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

a atividade das proteases endógenas de plantas, estando envolvidas no 

desenvolvimento das mesmas, além de desempenharem papel de defesa em 

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

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

Novas fitocistatinas podem ser indentificadas através dos bancos de ESTs 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

das fitocistatinas para aplicações terapêuticas na área médica24. 

Mais recentemente, foi mostrado o potencial para uso odontológico de 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

embora ela tenha reduzido significantemente a viabilidade do biofilme microcosmo de 

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

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

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

desmineralização49. 

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

inflamatório induzido por um implante de esponja subcutânea em camundongos e 

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

tecidual50. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

CsinCPI-252. 

A reparação pulpar, periapical e a regeneração endodôntica envolvem 

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

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

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

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

das características desejáveis de materiais para serem utilizados em tratamento que 

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

Resultados preliminares do nosso grupo de pesquisa mostraram potencial 

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

CaneCPI-5 tiveram expressão gênica elevada de marcadores relacionados à 

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

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

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

futuros tratamentos para reparação pulpar e periapical bem como para regeneração 

endodôntica58. Considerando o potencial das fitocistatinas de induzir fenótipo 

osteogênico36, bem como os nossos resultados preliminares mostrando efeito 

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

mesenquimais da polpa dental humana (hDPSCs).
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2 PROPOSIÇÃO 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar a citocompatibilidade e o efeito da CaneCPI-

5 sobre a proliferação, migração, diferenciação osteogênica de hDPSCs.  

Especificamente, as hDPSCs expostas à CaneCPI- 5 e não expostas (controle) 

foram avaliadas quanto à viabilidade por meio do ensaio de alamarBlue, proliferação 

pelo ensaio de incorporação de bromodeoxiuridina (BrdU), migração por ensaio de 

transwell, deposição de precipitados inorgânicos pela coloração de vermelho de 

alizarina e quanto a atividade da enzima fosfatase alcalina tecidual inespecífica 

(TNAP).  
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3 PUBLICAÇÃO 

 

 Este item está escrito no formato de artigo. 

 

3.1 Artigo 
 
Efeito pró-osteogênico da cistatina recombinante de cana-de-açúcar CaneCPI-

5 em células pulpares humanas 
 

 
RESUMO 
 

O aumento da atividade de cisteína catepsinas (um grupo de cisteíno 

proteases) está relacionado ao desenvolvimento de doenças osteolíticas, como a 

osteoporose e a periodontite apical, por participarem da reabsorção óssea por meio 

da degradação proteolítica de componentes da matriz orgânica. As cistatinas são 

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

de plantas, sendo que algumas delas já foram produzidas de forma recombinante, 

como a CaneCPI-5 (derivada da cana-de-açúcar), a qual é foco deste estudo por ter 

apresentado potencial pró-osteogênico observado em estudo preliminar do nosso 

grupo de pesquisa. O objetivo deste estudo foi avaliar a citocompatibilidade e o efeito 

da CaneCPI-5 sobre a proliferação, migração, diferenciação osteo/odontogênica de 

células-tronco mesenquimais da polpa dental humana (hDPSCs). As hDPSCs 

expostas à CaneCPI- 5 e não expostas (controle) foram avaliadas quanto à viabilidade 

por meio do ensaio de alamarBlue, proliferação pelo ensaio de incorporação de 

bromodeoxiuridina (BrdU), migração por ensaio de transwell, deposição de 

precipitados inorgânicos pela coloração de vermelho de alizarina e quanto a atividade 

da enzima fosfatase alcalina tecidual inespecífica (TNAP). Os dados foram avaliados 

por ANOVA de uma ou duas vias, seguido do pós-teste de Tukey, ou Kruskal-Wallis e 

pós-teste de Dunn, ou Mann Whitney, com α = 0,05. A CaneCPI-5 foi citocompatível, 

induziu maior migração, proliferação, formação de nódulos mineralizados e atividade 

da TNAP em hDPSCs em relação ao controle. Assim, pode-se concluir que a 

CaneCPI-5 se constitui em molécula com potencial promissor para ser utilizada em 

terapias que visam o reparo/regeneração pulpar e periapical.   

 

 
 Artigo em fase de correção para ser enviado para publicação. 
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Palavras – chave: Cistatinas. Catepsinas. Células-tronco mesenquimais. 
Diferenciação celular. 
 

 
INTRODUÇÃO 
 
 A remodelação óssea é um processo dinâmico e equilibrado que envolve a 

reabsorção de componentes presentes na matriz mineralizada e a deposição de novo 

osso pelos osteoblastos (Szulc, 2018). Algumas doenças estão relacionadas a uma 

quebra deste equilíbrio com consequente predomínio da reabsorção tecidual, por 

exemplo a osteoporose, artrite, doença periodontal e periodontite apical (Vasiljeva et 

al., 2007; Gao et al., 2013; Hao et al., 2015a, Hao et al., 2015b). A degradação da 

porção orgânica do osso, composta principalmente por colágeno tipo I, depende da 

atividade de proteases específicas como as metaloproteases da matriz (MMPs) e 

cisteíno proteases, especialmente a catepsina K, sendo esta, um alvo para o 

tratamento de algumas doenças que envolvem a reabsorção óssea (Vasiljeva et al., 

2007, Lu et al., 2018).   

Fisiologicamente, em mamíferos, as cistatinas endógenas inibem de maneira 

reversível as cisteíno proteases regulando a atividade das mesmas (Lu et al., 2018). 

Foi demonstrado que as cistatinas, principalmente as inibidoras da catepsina K, têm 

potencial para serem utilizadas como fármacos por serem antagonistas da atividade 

osteoclástica e reduzirem a perda óssea (Yu et al., 2017). Além dessa função, estudos 

também mostraram efeito pró-osteogênico de algumas cistatinas (Danjo et al., 2007; 

Yasueda et al., 2018). 

As cistatinas derivadas das plantas, principalmente angiospermas como arroz, 

laranja e cana-de-açúcar (Soares-Costa et al., 2002; Udenigwe et al., 2016; 

Leguizamón et al., 2019) são chamadas fitocistatinas (Margis et al., 1998). Elas estão 

envolvidas na regulação das proteases endógenas nas plantas (Tremblay et al., 

2019), sendo que algumas já foram produzidas de forma recombinante. Atualmente, 

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

CaneCPI-6, com uma variedade de efeitos e aplicações biotecnológicas já 

demonstradas (Shibao et al., 2021). A CaneCPI-5, proteína alvo deste estudo, 

mostrou-se um potente inibidor das catepsinas humanas K, B e L (Santiago et al., 

2017) e apresentou resultados favoráveis ao reparo tecidual, por meio da redução da 

inflamação, induzida por implante de esponja no subcutâneo de camundongos, e 
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favorecimento da angiogênese e fibrinogênese (Ferreira et al., 2021). Na área 

odontológica, a CaneCPI-5 vem sendo estudada e mostrou reduzir e prevenir a erosão 

do esmalte dental frente a desafios ácidos, tanto in vitro como in vivo, por interagir 

com a película adquirida (Carvalho et al., 2020; Pelá et al., 2021a). Ainda, reduziu a 

viabilidade do biofilme sobre o esmalte dental, embora não tenha apresentado 

potencial anticárie (Pelá et al., 2021b). Por outro lado, ela não alterou as 

características e viabilidade do biofilme sobre a dentina (Frazão Câmara et al., 2021). 

Além da CaneCPI-5, a cistatina recombinante derivada da laranja doce, 

CsinCPI-2 também tem apresentado potencial para aplicação biotecnológica. Csin-

CPI2 preveniu a perda óssea induzida pela doença periodontal em camundongos, por 

meio da redução da inflamação e da osteoclastogênese (Leguizamon et al., 2022). 

Adicionalmente, ela apresentou efeito pró-osteogênico em células pulpares humanas 

(Leguizamón et al., 2019) e em células pré-osteoblásticas MC3T3-E1 (da Costa 

Fernandes et al., 2021).   

Para ocorrer o reparo pulpar, periapical ou a regeneração endodôntica, é 

necessário que as células-tronco mesenquimais da papila apical e/ou da polpa dental 

se proliferem, migrem para o local da lesão e se diferenciem em células produtoras 

de tecido mineralizado. Sendo assim, é interessante que os materiais utilizados no 

tratamento endodôntico estimulem esses eventos (Lin et al., 2011). Considerando o 

potencial de determinadas fitocistatinas recombinantes de induzir fenótipo 

osteogênico (Leguizamón et al., 2019) o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito 

osteopromotor da CaneCPI-5 sobre células-tronco mesenquimais da polpa dental 

humana (hDPSCs).     

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 
 
Expressão e purificação da proteína recombinante CaneCPI-5 

A proteína alvo deste estudo foi produzida de forma recombinante como 

descrito anteriormente (Santiago et al., 2017) na Universidade Federal de São Carlos.  
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Cultura celular 

Após aprovação do comitê de ética em pesquisa da Faculdade de Odontologia 

de Araraquara/UNESP – FOAr (CAAE: 36595920.7.0000.5416), o tecido pulpar de 

terceiros molares hígidos, extraídos de doadores jovens, foi coletado para obtenção 

da cultura primária de hDPSCs utilizando o método de dissociação enzimática 

(Gronthos et al., 2000). As células foram cultivadas em α-minimum essential medium 

(α-MEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com penicilina (100 

IU/mL) e estreptomicina (100 µg/mL) (Gibco/Life Technologies, Grand Island, NY, 

EUA) e 10% de soro fetal bovino - SBF (Gibco/Life Technologies) em estufa a 37°C, 

com atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar. Células da 3ª a 6ª 

passagem foram utilizadas nos ensaios. 

 

Caracterização imunofenotípica das culturas de células da polpa dental 

A cultura de células da polpa dental humana 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) todos da BD 

Biosciences, Pharmingen, San Jose, CA, EUA. As células em cultura, na 3ª 

passagem, foram lavadas com solução salina tamponada com fosfato (PBS) e 

coletadas com detergente não enzimático (Cell Dissociation Buffer – Gibco). Em 

seguida, 1x106 células foram incubadas com os anticorpos mouse anti-human 

conjugados com o fluorocromos phycoerythrin (PE) ou fluorescein isothiocyanate 

(FITC) por 45 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. As células foram 

centrifugadas, ressuspendidas em stain buffer (PBS + 2% bovine serum albumin) e 

analisadas em separador de células ativado por fluorescência - FACS (BD 

Biosciences FACS Verse 4C, Pharmingen). 

 

Avaliação da viabilidade celular por ensaio de alamarBlue 

O ensaio de alamarBlue foi utilizado para avaliar a viabilidade celular. As 

hDPSCs foram cultivadas em placas de cultura de 96 poços (1x104 células/poço) por 

24 horas e então foram expostas a diferentes concentrações da CaneCPI-5 (0,0125 

µg/uL; 0,025 µg/uL; 0,05 µg/uL; 0,1 µg/uL; 0,2 µg/uL) ou ao meio de cultura α-MEM 

(controle negativo) por 24 e 48 horas. Após os períodos, as células foram incubadas 

com meio de cultura contendo o reagente alamarBlue (10:1, (Invitrogen, Life 

Technologies) por 3h a 37oC e 5% de CO2. Em seguida, 100µL do sobrenadante foi 
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passado para outra placa para leitura em leitor de fluorescência empregando 

comprimento de onda de 560 nm excitação e 590 nm emissão (Synergy H1, BioTek, 

Winooski, VT, EUA). A porcentagem de viabilidade celular foi calculada comparando 

a fluorescência das células tratadas com cada concentração da CaneCPI-5 com o 

controle negativo, o qual foi considerado 100% de viabilidade celular. 

 
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). Após 24h do plaqueamento (1,5x104 

células/poço em placa de 96 poços) as células foram tratadas com a CaneCPI-5 (0,05 

µg/µL) ou meio de cultura α-MEM. A solução de BrdU foi adicionada em cada poço, e 

as células foram incubadas por 18h a 37oC totalizando os períodos de análises de 24 

e 48h. Em seguida o meio de cultura foi removido, as células foram fixadas e o DNA 

desnaturado. O fixador foi removido e as células foram incubadas com o anticorpo 

para BrdU por 2h. Os poços foram lavados com o Washing Solution do kit e a solução 

de substrato foi adicionada para leitura da absorbância em espectrofotômetro 

utilizando comprimento de onda de 370nm (Asys UVM 340, Cambridge, Londres). Os 

resultados foram representados pela porcentagem do grupo CaneCPI-5 em relação 

ao grupo controle.  

 
Ensaio de migração celular por transwell 

O ensaio de migração celular foi realizado para avaliar a capacidade 

quimiotática da CaneCPI-5. As hDPSCs (3x104células/poço) foram plaqueadas no 

compartimento superior do inserto de transwell (poro de 8μm, Corning) com α-MEM 

1% de SBF. O compartimento inferior foi preenchido com α-MEM 1% de SBF com 

CaneCPI-5 (0,05 µg/µL) ou meio de cultura sem tratamento (controle), sendo 

utilizados 4 transwell por grupo. Após 24h de incubação, as células do compartimento 

superior foram removidas, e as que ultrapassaram a membrana foram fixadas e 

coradas com Dapi (1 μg/mL) (Life Technologies). Cinco campos de cada transwell 

foram selecionados ao acaso e as imagens foram obtidas em microscópio de 

fluorescência (EVOS Fl microscope, AMC, Bothell, WA, EUA) para análise. Para 

quantificar as células que migraram, foi utilizado o software ImageJ. 
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Ensaio de coloração com vermelho de alizarina 

O ensaio de coloração com vermelho de alizarina foi realizado para avaliar a 

formação de nódulos calcificados nas hDPSCs em contato com a CaneCPI-5 como 

parâmetro para mensurar o seu potencial de biomineralização. As células foram 

plaqueadas em placa de 24 poços (5x10³ células/poço) e expostas à CaneCPI-5 (0,05 

µg/µL) diluída em meio de cultura α-MEM osteogênico, contendo ácido ascórbico 

(50 μg/mL) e ß-glicerofosfato (10mM) (Sigma Aldrich) ou ao meio osteogênico 

(controle). Os meios foram renovados a cada 48 horas durante 21 dias. Após este 

período as células foram fixadas com etanol 70% a 4oC e então coradas com solução 

de vermelho de alizarina a 40mM (pH 4.2; Sigma-Aldrich) por 15 min sob agitação. O 

corante foi removido e a matriz mineralizada foi visualizada em um estereomicroscópio 

(SZ2-ILST, Olympus, Tóquio, Japão) acoplado a uma câmera (E-330, Olympus).  Em 

seguida, a solução de cloreto de cetilpiridínio a 10% (Sigma/Aldrich) foi usada para 

solubilizar a matriz. Alíquotas de 100µL foram transferidas para uma placa de 96 

poços e a absorbância foi lida em espectofotômetro com filtro de 562 nm de 

comprimento de onda (Asys-UVM 340, Biochrom - Mikro Win 2000). Os resultados 

foram representados pela porcentagem do grupo CaneCPI-5 em relação ao controle 

osteogênico considerado como 100%. 

 
Atividade da fosfatase alcalina tecidual inespecífica (TNAP)  

As células foram plaqueadas em placas de 24 poços (2x104 células/poço) e 

expostas à CaneCPI-5 (0,05 µg/µL) diluída em meio osteogênico, ao meio osteogênico 

(controle positivo) ou ao meio α-MEM (controle negativo), pelo período de 7 dias, 

sendo os meios renovados a cada 48 horas. Após os 7 dias, as células foram lavadas 

com tampão estoque (Tris 50mM e MgCl2 2mM, pH 7,5) e, em seguida, foi adicionado 

o tampão de choque osmótico (Tris-HCl 50mM, MgSO4 10mM e NaCl 0,8M, pH 7,5) 

para coleta e lise das células. A suspensão de células foi homogeneizada para ruptura 

celular suave e ultracentrifugadas a 100.000xg por 1 hora a 4ºC. O pellet foi 

ressuspendido e homogeneizado no tampão estoque. Alíquotas dessa suspensão 

contendo a fosfatase alcalina ligada à membrana foram adicionadas ao meio reacional 

(solução aquosa contendo 70mM de 2-amino-2-metil-propan-1-ol (AMPOL) pH 10, 

10mM de p-nitrofenil-fosfato (pNPP) e 2mM de MgCl2) em intervalos de tempos 

apropriados e as reações foram interrompidas nos mesmos intervalos de tempo com 

NaOH 1M. A atividade catalítica da TNAP foi monitorada por mudanças na intensidade 
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da banda de absorção UV-Vis em 410 nm, correspondendo à formação de p-

nitrofenolato (pNP-), um produto da hidrólise do pNPP catalisado por enzimas. A 

concentração de pNP- (absortividade molar 17600 M−1.cm−1) foi calculada usando a 

lei de Lambert Beer. Os espectros foram obtidos através de um espectrofotômetro 

Hewlett Packard modelo 8453 UV-Vis. Os dados foram normalizados pela 

concentração total de proteína determinada pelo método de Hartree (Hartree, 1972), 

e foram expressos em porcentagem, sendo o controle osteogênico considerado 100%. 

  

Análise estatística 

Os dados foram analisados por meio do programa estatístico GraphPadPrism 

9 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA), com nível de significância de 5%. Os 

dados foram avaliados por ANOVA de uma ou duas vias, seguido de pós-teste de 

Tukey, ou Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn, ou Mann Whitney. 

 

 

RESULTADOS 
 
Caracterização imunofenotípica das culturas de hDPSCs  
 

A cultura de hDPSCs expressou altas porcentagens de marcadores de células-

tronco mesenquimais, sendo CD105 (83.1%); CD90 (95.4%); CD73 (98.5%); CD146 

(90.0%), e baixas porcentagens dos marcadores de células hematopoiéticas, CD45 

(0.2%) e CD34 (3.3%) (Fig. 1).  
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Fig. 1 – Caracterização das hDPSCs por citometria de fluxo. Histogramas representativos da 
expressão de marcadores de células-tronco mesenquimais (CD90, CD73, CD105, CD146) e 
hematopoiéticos (CD45, CD34). Resultados representam uma das triplicatas. 
 

 

Viabilidade celular 

 
O ensaio de viabilidade celular (alamarBlue) mostrou que a CaneCPI-5 em 

contato com as hDPSCs, por 24 e 48 horas, não apresentou efeito citotóxico nas 

concentrações avaliadas, uma vez que não houve diferença estatisticamente 

significativa em comparação com o grupo controle (p > 0,05). Houve maior viabilidade 

das hDPSCs expostas à CaneCPI-5 nas concentrações de 0,0125µg/µL, 0,025µg/µL 

e 0,05µg/µL em comparação com a concentração de 0,2µg/µL (p < 0,05) no período 

de 24 horas. Não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos no 

período de 48 horas (p > 0,05) (Fig. 2). 
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Fig. 2 - Ensaio de alamarBlue. Viabilidade das células da polpa dental humana após 
exposição à diferentes concentrações da CaneCPI-5, por 24 e 48 horas, em comparação ao 
grupo controle (%). Letras diferentes nas colunas indicam diferença estatisticamente 
significativa entre os grupos (ANOVA de duas vias e pós-teste de Tukey). 

 

 

Ensaio de proliferação celular 

 

Como observado na fig. 3, não houve diferença entre os grupos em 24 horas 

(p > 0,05). No entanto, em 48 horas houve maior proliferação das hDPSCs expostas 

à CaneCPI-5 do que o controle (p < 0,05). Além disso, houve maior proliferação das 

células expostas à CaneCPI-5 em 48 horas quando comparado à exposição por 24 

horas (p < 0,05). 

 



 28 

Controle CaneCPI-5 Controle CaneCPI-5

50

100

150

P
ro

li
fe

ra
ç
ã
o

 (
%

 C
o

n
tr

o
le

)
a

a

a

b

Proliferação Celular

24h 48h

Grupos

 

Fig. 3 – Ensaio de proliferação celular. Proliferação das células pulpares humanas avaliada 
pelo ensaio de incorporação de BrDU nos grupos controle e CaneCPI-5 (0,05 µg/µL) nos 
períodos de 24 e 48 horas. Diferentes letras indicam diferença estatisticamente significativa 
entre os grupos (Teste Kruskal-Wallis e Dunn). 

 

 

Ensaio de migração por transwell 

 

Após 24 horas de exposição, a CaneCPI-5 mostrou efeito estimulatório na 

migração das células; as hDPSCs tratadas com a CaneCPI-5 apresentaram maior 

migração para a superfície inferior da membrana da transwell quando comparado com 

as células não tratadas (p < 0,05) (fig. 4). 
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Fig. 4 - Ensaio de migração celular. (A) Comparação da migração celular por ensaio de 
transwell. O asterisco (*) indica diferença estatisticamente significante entre os grupos (Teste 
de Mann Whitney). (B) Imagens dos núcleos das células da polpa dental humana corados 
com Dapi que migraram através da membrana da transwell (fluorescência azul dos núcleos), 
nos grupos controle e CaneCPI-5 (0,05 µg/µL). Barra = 1000µm. 
 

 

Coloração de vermelho de alizarina  

 
Houve maior formação de nódulos mineralizados no grupo meio osteogênico 

comparado ao grupo controle (p < 0,0001). A CaneCPI-5 (0,05 µg/µL) mostrou efeito 

estimulatório significativo na formação de nódulos mineralizados (p < 0,0001), quando 

comparada ao grupo meio osteogênico e ao grupo controle (fig. 5a). O ensaio de 

alamarBlue, realizado para acompanhar a viabilidade das hDPSCs durante o período 

de 21 dias do ensaio, mostrou que não houve diferença entre os grupos (p > 0,05) 

(fig. 5b).  
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Fig. 5 - Ensaio de coloração de vermelho de alizarina. (A) Comparação da produção de 
nódulos mineralizados entre os grupos. Letras diferentes nas colunas indicam diferença 
estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA de uma via e pós-teste de Tukey. (B) 
Viabilidade das células da polpa dental humana avaliada por meio do teste de alamarBlue nos 
grupos controle, meio osteogênico (MO) e CaneCPI-5 (0,05 µg/µL), no período de 21 dias. 

 

 

Atividade da fosfatase alcalina tecido inespecífica (TNAP) 

 
 Houve maior atividade de TNAP no grupo meio osteogênico comparado ao 

grupo controle (p < 0,05). A CaneCPI-5 (0,05 µg/µL) induziu significativa atividade da 

TNAP quando comparada aos grupos controle e meio osteogênico (p < 0,05) no 

período de 7 dias (fig. 6). 
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Fig.6 – Atividade da fosfatase alcalina tecido inespecífica (TNAP). Letras diferentes nas 
colunas indicam diferença estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA de uma via 
e pós-teste de Tukey).  
 

  

DISCUSSÃO  

 

O objetivo deste estudo foi avaliar a citocompatibilidade e o efeito da 

fitocistatina CaneCPI-5 sobre a proliferação, migração e diferenciação osteogênica 

em hDPSCs.  

A polpa dental humana é fonte de células-tronco mesenquimais (Huang et al., 

2009) e, por isso, suas células constituem em um modelo in vitro adequado para 

avaliar o potencial de substâncias em induzir a diferenciação osteogênica e 

odontogênica (Lee et al., 2017; Rodrigues et al, 2017; Leguizamón et al., 2019).  Um 

dos critérios para considerar uma célula como tronco/progenitora mesenquimal é a 

elevada expressão de marcadores como CD105, CD73, CD90, CD146 e, 

paralelamente, baixa ou não expressão de marcadores negativos como CD45 e CD34, 

considerados marcadores de células hematopoiéticas e/ou endoteliais (Dominici et al., 

2006; Bakopoulou et al., 2016), assim como observado para a cultura empregada nos 

experimentos deste estudo.  

A CaneCPI-5, nas concentrações de 0,025 µg/µL a 0,2 µg/µL, não apresentou 

citotoxicidade, concordando com estudo anterior que mostrou que ela não foi 

citotóxica para fibroblastos gengivais de humanos em concentrações de 0,025 a 1 

µg/µL (Pelá et al., 2021c). As células expostas às concentrações de 0,0125µg/µL, 
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0,025µg/µL e 0,05µg/µL apresentaram uma tendência de maior porcentagem de 

viabilidade celular que o grupo controle. A concentração 0,05 µg/µL da CaneCPI-5 foi 

escolhida para ser empregada nos demais ensaios, uma vez que ela foi a maior 

concentração que proporcionou maior tendência de viabilidade de hDPSCs.  

O processo de regeneração e reparo tecidual envolve, dentre outros fatores, a 

migração de células precursoras capazes de secretar matriz extracelular e sua 

diferenciação, para assim reestabelerem a integridade e a função do tecido lesionado 

(Holland et al., 2017; da Rosa et al., 2018). A CaneCPI-5 estimulou maior migração 

das hDPSCs que o grupo controle, avaliada por meio do ensaio de transwell. Outro 

aspecto fundamental para o reparo tecidual é a proliferação celular (Eramo et al., 

2018) e, idealmente, buscam-se substâncias bioativas que favoreçam o aumento 

dessa propriedade (Almeida et al., 2018; Pedano et al., 2018). Neste estudo a 

proliferação celular foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico de BrdU, o qual é 

baseado na incorporação de bromodeoxiuridina durante a síntese de DNA em células 

que estão se multiplicando (Kit ELISA, Roche GmbH). A proliferação das células 

tratadas com CaneCPI-5 não foi diferente das células controle no período de 24 horas, 

no entanto, no período de 48 horas a CaneCPI-5 induziu maior proliferação quando 

comparada ao grupo controle. Um estudo utilizando um inibidor natural de cisteino 

protease, cistatina C, também mostrou aumento na proliferação de células 

osteoblásticas de camundongo MC3T3-E1 (Yasueda et al., 2018). 

A fosfatase alcalina é considerada um marcador da diferenciação 

osteo/odontogênica, sendo uma das principais enzimas expressas na maturação 

inicial de osteoblastos e odontoblastos, desempenhando um importante papel na 

biomineralização. A mensuração da atividade dessa enzima possibilita a avaliação da 

bioatividade de materiais e do potencial de promover reparo com formação de tecido 

mineralizado (Lee et al., 2011; Kim et al., 2014; Rathinam et al., 2016). Danjo et al. 

(2007) mostraram que a cistatina C, foi capaz de estimular a atividade da fosfatase 

alcalina em células osteoblásticas de camundongo e induzir a mineralização de nova 

matriz óssea em células derivadas da medula óssea in vitro e em culturas de calvária 

ex vivo. Ainda, uma fitocistatina (CaneCPI-1) derivada da cana-de-açúcar também 

teve efeito positivo na atividade dessa enzima em hDPSCs (Rodrigues et al., 2020). A 

CaneCPI-5 induziu maior atividade dessa enzima nas hDPSCs no período de 7 dias 

comparada ao grupo controle positivo (meio osteogênico).   
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A CaneCPI-5 apresentou potencial de induzir a diferenciação das hDPSCs em 

fenótipo mineralizador, uma vez que houve formação de nódulos mineralizados 

significativamente maior no grupo CaneCPI-5 que no grupo controle osteogênico, ao 

final de 21 dias. Este potencial também foi demonstrado no estudo com a CaneCPI-1, 

que foi capaz de induzir, in vitro, a diferenciação de hDPSCs em fenótipo osteogênico 

(Rodrigues et al., 2020).  

Considerando os resultados obtidos até o momento, a CaneCPI-5 se constituiu 

em uma molécula com potencial para ser empregada nas técnicas de regeneração 

endodôntica ou reparação pulpar e periapical, processos que exigem migração, 

proliferação e diferenciação osteo/odontogênica de células-tronco mesenquimais. No 

entanto, mais estudos avaliando a expressão gênica e proteica de fatores 

relacionados a indução de fenótipo mineralizador, entre outros, são necessários para 

conhecer mais profundamente seu efeito sobre células-tronco mesenquimais, e 

avaliar sua aplicação. A incorporação da CaneCPI-5 em scaffolds ou em composto 

medicamentoso para ser utilizado durante o tratamento endodôntico seria interessante 

pois poderia contribuir para o controle da reabsorção óssea por meio da inibição das 

catepsinas e da atividade anti-inflamatória, bem como favorecer o reparo/regeneração 

pulpar e periapical, por meio da ativação de mecanismos de diferenciação 

oste/odontogênica.  

 

 

CONCLUSÃO  
 

A CaneCPI-5 foi citocompatível, induziu migração, proliferação, assim como a 

atividade da enzima fosfatase alcalina tecido inespecífica e formação de nódulos 

mineralizados em hDPSCs. Assim, ela se constitui em molécula com potencial 

promissor para ser utilizada em terapias que visam o reparo/regeneração pulpar e 

periapical.  
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4 CONCLUSÃO 
 

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

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

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

promissora para aplicações biotecnológicas, favorecendo a regeneração/reparação 

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

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

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

favorecem o reparo in vivo.  
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APÊNDICE A – METODOLOGIA DETALHADA 
 

Expressão e purificação da proteína recombinante CaneCPI-5 

A produção heteróloga da Canacistatina 5 recombinante (CaneCPI-5) foi 

realizada no Laboratório de Biologia Molecular do Departamento de Genética e 

Evolução da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar). Para tanto, foi utilizada a 

cepa bacteriana Escherichia coli Rosetta (DE3), transformada com o plasmídeo 

pET28aCaneCPI-5, como descrito previamente1. A proteína expressa foi purificada da 

fração solúvel de culturas bacterianas induzidas por IPTG (Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside, Isopropyl β-D-thiogalactoside), submetidas à centrifugação e 

sonicação. A purificação foi feita por cromatografia de afinidade em colunas contendo 

resina de níquel Ni-NTA Superflow (QIAGEN, Germantown, MD, EUA). A proteína 

eluida da coluna foi então dialisada (3 trocas) contra tampão PBS 1X (NaCl 137 mM, 

Fosfato 10 mM e KCl 2.7 mM) pH 7,2, quantificada usando o Kit Pierce BCA Protein 

Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e mantida em freezer -20oC até 

sua utilização2. 

 

Cultura Celular  

Após aprovação do proejto pelo comitê de ética em pesquisa da Faculdade de 

Odontologia de Araraquara/UNESP – FOAr (CAAE: 36595920.7.0000.5416), foram 

coletados terceiros molares hígidos, de dois pacientes saudáveis (19 e 21 anos), 

indicados para extração por motivos ortodônticos. As culturas de hDPSCs foram 

estabelecidas utilizando o método de dissociação enzimática3. Após a exodontia, os 

dentes foram lavados com solução salina tamponada de fosfato (PBS), imersos em 

meio de cultura α-minimum essential medium (α-MEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA) suplementado com penicilina (100 IU/mL) e estreptomicina (100 ug/mL) (Sigma-

Aldrich) e levados para o laboratório de cultura de células. Os dentes foram 

desinfetados com álcool 70 INPM e os tecidos periodontais foram removidos. Em 

seguida, eles foram envolvidos em gaze esterilizada, inseridos em pacotes de plástico 

esterilizados e fraturados com o auxílio de um martelo. O tecido pulpar foi removido 

com pinça e/ou limas endodônticas, transferido para um microtubo de 2 mL (Axygen, 

Corning, New York, NY, EUA) contendo PBS e picotado em pequenos fragmentos 

com o auxílio de uma tesoura esterilizada. O microtubo contendo a polpa fragmentada 

foi centrifugado a 400g por 3 minutos a 23ºC, o sobrenadante removido e foi 
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adicionado 1 mL de colagenase tipo I (Gibco, Life Technologies Corporation, Grand 

Island, NY, EUA) na concentração de 3 mg/mL em α-MEM. Esta solução permaneceu 

em contato com a polpa por 1 hora a 37ºC, sendo que a cada 15 minutos foi realizada 

agitação em vórtex. Então, as células foram lavadas 2 vezes com PBS, repetindo a 

centrifugação a cada lavagem (400g por 5min a 23ºC) e foram cultivadas em placa de 

6 poços (Corning, New York, NY, EUA), contendo meio de cultura α-MEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino - SBF (Gibco/Life Technologies, 

Carlsbad, CA, EUA), penicilina (100 IU/mL) e estreptomicina (100 ug/mL) (Sigma-

Aldrich) em estufa a 37°C, 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 cultivadas em placas de 96, 

24 ou 6 poços (Corning), contendo α-MEM com FBS 10%. Os meios α-MEM e α-MEM 

osteogênico foram utilizados como controles negativo e positivo, respectivamente. O 

meio osteogênico é obtido a partir da suplementação do α-MEM com 50µg/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. 

 

Caracterização imunofenotípica das culturas de hDPSCs 

As culturas de hDPSCs foram avaliadas 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 previamente4. 

As hDPSCs, na terceira passagem, foram cultivadas em placas de 24 poços (9x104 

células/poço) e incubadas por 24 horas em estufa a 37°C, 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 (Cell Dissociation Buffer - Gibco). A 

quantidade de células de dois poços foi coletada da placa de cultura, e transferida 

para um tubo de 1,5mL (Axygen®, Corning). Os tubos foram centrifugados a 500g por 

5 minutos a 20ºC. Em seguida, foram lavadas com PBS gelado (sem Ca e Mg), 

centrifugadas novamente (500g, 5 minutos a 17ºC) e o pellet foi ressuspendido com 

100µL de stain buffer (2% de bovine serum albumin - BSA em PBS). As células foram 

incubadas com os anticorpos mouse anti-human conjugados com os fluorocromos 
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phycoerythrin (PE) ou fluorescein isothiocyanate (FITC): CD146 PE (BD 550257 

(10µL)), CD90-FITC (BD 555595 (1µL)), CD105-FITC (BD 561443 (2,5µL)), CD73-PE 

(BD 550257(10µL)), CD45-PE (BD 555483 (1µL)) e CD34-FITC (BD 555821(10µL)) 

seguindo as instruções do fabricante (BD Biosciences, Pharmingen, San Jose, CA, 

EUA). Após incubação com as combinações de dois anticorpos com fluorocromos 

diferentes em cada tubo por 45 minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz, 

as células foram centrifugadas, o sobrenadante removido e o pellet ressuspendido 

com 100µL de stain buffer. As células foram analisadas em separador de células 

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

 

Avaliação da viabilidade celular por ensaio de alamarBlue 

O ensaio de alamarBlue é baseado na incorporação de resazurina, composto 

ativo do reagente alamarBlue, pelas células viáveis. A resazurina incorporada é 

reduzida a resorufina, que é um composto vermelho e altamente fluorescente, cuja 

fluorescência correlaciona-se com a atividade metabólica e a viabilidade das células5. 

Vinte e quatro horas após o plaqueamento das hDPSCs (1x104 células/poço) em 

placas de cultura de 96 poços, elas foram expostas à diferentes concentrações da 

CaneCPI-5 (0,0125 µg/uL; 0,025 µg/uL; 0,05 µg/uL; 0,1 µg/uL; 0,2 µg/uL), meio de 

cultura α-MEM (controle), por 24 e 48 horas. As concentrações de CaneCPI-5 foram 

determinadas com base em experimentos pilotos, partindo da concentração utilizada 

no ensaio com células MC3T3-E1. Após estes períodos, 200µL de uma solução de 

alamarBlue a 10% (Invitrogen, Life Technologies) foi adicionada em cada poço e as 

células foram incubadas por 3 horas. Em seguida, 100µL de cada poço foram 

colocados em outra placa para realização da leitura em leitor de fluorescência 

empregando comprimento de onda de 560 nm excitação e 590 nm emissão (Synergy 

H1, BioTek, Winooski, VT, EUA). A porcentagem de viabilidade celular foi calculada 

comparando a fluorescência das células tratadas com cada concentração da 

CaneCPI-5 com o controle negativo (células não tratadas), o qual foi considerado 

100%. Este ensaio foi realizado em triplicata e reptido em três momentos distintos. 

A partir dos resultados de viabilidade celular obtidos no ensaio de alamarBlue, 

foi escolhida a concentração 0,05 µg/µL da CaneCPI-5 para ser empregada nos 

demais ensaios, uma vez que ela foi a maior concentração que proporcionou maior 

tendência de viabilidade de hDPSCs. 
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Ensaio de proliferação celular 

Para 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.6. As hDPSCs foram 

plaqueadas (1,5x104 cel/poço) em placas de 96 poços. Após 24 horas, elas foram 

incubadas com a CaneCPI-5 (0,05 µg/µL) e com o meio de cultura (controle) por 24 

(placa 1) e 48 horas (placa 2). O volume de solução de cada poço foi de 100 uL. Após 

6 horas do tratamento das células da placa 1, e após 30 horas do tratamento das 

células da placa 2, 10µL da solução de BrDU foram adicionados em cada poço e as 

células foram incubadas a 37°C por 18 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 anticorpo. O fixador foi removido e, então, as células foram 

incubadas com o anticorpo para BrDU (1:100, 100 µL por poço) por 120 minutos em 

temperatura ambiente. O anticorpo foi removido, os poços foram lavados 3 vezes com 

200µL do Washing Solution (1:10) e foram adicionados 100 µL/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). Os resultados foram representados pela porcentagem do grupo 

CaneCPI-5 em relação ao grupo controle. Este ensaio foi realizado em sextuplicata e 

repetido em três momentos diferentes. 

 

Ensaio de migração celular por transwell 

A capacidade da CaneCPI-5 de induzir a migração celular foi avaliada por meio 

do ensaio de transwell com poro de tamanho de 8µm (Corning). As hDPSCs, 

cultivadas em garrafas para cultura, foram tripsinizadas e ressuspendidas em meio α-

MEM com 1% de SFB e "plaqueadas" no compartimento superior da transwell (200µL 

da suspensão de células na densidade de 3x104 células/poço). O compartimento 

inferior foi preenchido com 600µL de meio α-MEM SFB 1% com CaneCPI-5 (0,05 

µg/µL) ou SFB 1% (controle). Foram utilizadas 4 transwell por grupo. Após 24 horas 

de incubação a 37°C e 5% de CO2, o meio de cultura foi removido e as células foram 

lavadas com PBS, sendo aquelas que permaneceram na superfície superior da 

membrana (compartimento superior) removidas com auxílio de um cotonete. Foi 
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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 Dapi (1µg/mL) (Life Technologies) por 15 minutos ao abrigo da luz. Cinco 

campos da transwell foram selecionados ao acaso e fotografados para análise 

(microscópio de fluorescência EVOS Fl microscope, AMC, Bothell, WA, EUA). A 

análise da quantidade de células que migraram foi realizada por meio da contagem 

dos núcleos celulares empregando software ImageJ (Instituto Nacional de Saúde - 

NIH, Bethesda, MD, EUA). O ensaio foi repetido 2 vezes. 

 

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 hDPSCs foram plaqueadas (5x103 

células/poço) em placas de cultura de 24 poços. Após 24 horas, as células foram 

expostas à CaneCPI-5 (0,05 µg/µL) em meio de cultura α-MEM osteogênico, contendo 

ácido ascórbico (50 μg/mL) e ß-glicerofosfato (10mM) (Sigma Aldrich) ou ao meio 

osteogênico (controle), os quais foram renovados a cada 48 horas, durante 21 dias. 

Ao final de 21 dias, o meio foi aspirado, os poços foram lavados com PBS e as células 

foram fixadas com etanol 70% a 4°C 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 15 minutos, o corante foi removido e os poços foram 

lavados 4 vezes com 1 mL de água destilada/poço. A formação de matriz mineralizada 

foi visualizada em um estereomicroscópio (SZ2-ILST, Olympus, Tóquio, Japão) 

acoplado a uma câmera (E-330, Olympus). Em seguida, foram aplicados 500 µL da 

solução de cloreto de 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 uL 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 - Mikro Win 2000). Os resultados 

foram representados pela porcentagem do grupo CaneCPI-5 em relação ao controle 

osteogênico considerado como 100%. Este ensaio foi realizado em sextuplicata e 

repetido em dois momentos distintos. 
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Atividade da fosfatase alcalina tecidual inespecífica (TNAP)  

As células foram plaqueadas em placas de 24 poços (2x104 células/poço) e 

expostas à CaneCPI-5 (0,05 µg/µL) diluída em meio osteogênico, ao meio osteogênico 

(controle positivo) ou ao meio α-MEM (controle negativo), pelo período de 7 dias, 

sendo os meios renovados a cada 48 horas. Após os 7 dias, as células foram lavadas 

com tampão estoque (Tris 50mM e MgCl2 2mM, pH 7,5) e, em seguida, foi adicionado 

o tampão de choque osmótico (Tris-HCl 50mM, MgSO4 10mM e NaCl 0,8M, pH 7,5) 

para coleta e lise das células. A suspensão de células foi homogeneizada para ruptura 

celular suave e ultracentrifugadas a 100.000xg por 1 hora a 4ºC. O pellet foi 

ressuspendido e homogeneizado no tampão estoque. Alíquotas dessa suspensão 

contendo a fosfatase alcalina ligada à membrana foram adicionadas ao meio reacional 

(solução aquosa contendo 70mM de 2-amino-2-metil-propan-1-ol (AMPOL) pH 10, 

10mM de p-nitrofenil-fosfato (pNPP) e 2mM de MgCl2) em intervalos de tempos 

apropriados e as reações foram interrompidas nos mesmos intervalos de tempo com 

NaOH 1M. A atividade catalítica da TNAP foi monitorada por mudanças na intensidade 

da banda de absorção UV-Vis em 410 nm, correspondendo à formação de p-

nitrofenolato (pNP-), um produto da hidrólise do pNPP catalisado por enzimas. A 

concentração de pNP- (absortividade molar 17600 M−1.cm−1) foi calculada usando a 

lei de Lambert Beer. Os espectros foram obtidos através de um espectrofotômetro 

Hewlett Packard modelo 8453 UV-Vis. Os dados foram normalizados pela 

concentração total de proteína determinada pelo método de Hartree7, e foram 

expressos em porcentagem, sendo o controle osteogênico considerado 100%. 

 

Análise estatística 

Os dados foram analisados por meio do programa estatístico GraphPadPrism 

9 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA), com nível de significância de 5%. Os 

dados foram avaliados por ANOVA de uma ou duas vias, seguido de pós-teste de 

Tukey, ou Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn, ou Mann Whitney, com α = 0,05.  
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ANEXO A – PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA (CEP) 
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