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

RESUMO

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

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



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

ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

As cistatinas fazem parte de um grupo denominado “superfamilia cistatina” que
apresentam semelhancas em suas sequéncias e funcdes de aminoacidos?®. Esse
grupo é subdividido em 4 familias, sendo 3 de origem animal e uma derivada de
plantas, as chamadas fitocistatinas?®. As cistatinas das familias 1, 2 e 3 estdo
presentes no corpo humano intracelularmente ou distribuidas nos tecidos, fluidos e
plasma sanguineo®%-32, As fitocistatinas s&o inibidores reversiveis de cisteino
proteases que s&o encontradas naturalmente em diversas plantas, principalmente em
angiospermas como o arroz, milho, soja, laranja e cana-de-aclcar®-8, Elas sdo
proteinas pequenas, com massa molecular de aproximadamente 12-16kDa%%, e tém
capacidade de inibir enzimas da classe C1A ou papainas®. As fitocistatinas regulam
a atividade das proteases enddégenas de plantas, estando envolvidas no
desenvolvimento das mesmas, além de desempenharem papel de defesa em
resposta as peptidases exdégenas de insetos herbivoros, patégenos e nematoides,
bem como em condicdes de estresse®243237,

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

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

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

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

Além da CaneCPI-5, 0 nosso grupo de pesquisa tem trabalhado com a cistatina
recombinante derivada da Citrus sinensis ou laranja doce, denominada Csin-CPI2. Ela
foi capaz de inibir a atividade e a expressao génica das catepsinas humanas B e K, e

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

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

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

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

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

mesenquimais da polpa dental humana (hDPSCs).
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a citocompatibilidade e o efeito da CaneCPI-
5 sobre a proliferacéo, migracéo, diferenciacdo osteogénica de hDPSCs.

Especificamente, as hDPSCs expostas a CaneCPI- 5 e ndo expostas (controle)
foram avaliadas quanto a viabilidade por meio do ensaio de alamarBlue, proliferacéo
pelo ensaio de incorporagdo de bromodeoxiuridina (BrdU), migracdo por ensaio de
transwell, deposicdo de precipitados inorganicos pela coloracdo de vermelho de
alizarina e quanto a atividade da enzima fosfatase alcalina tecidual inespecifica
(TNAP).
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3 PUBLICACAO

Este item esté escrito no formato de artigo.

3.1 Artigo*

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

RESUMO

O aumento da atividade de cisteina catepsinas (um grupo de cisteino
proteases) esta relacionado ao desenvolvimento de doencas osteoliticas, como a
osteoporose e a periodontite apical, por participarem da reabsorcédo 6ssea por meio
da degradacédo proteolitica de componentes da matriz orgénica. As cistatinas sao
inibidores naturais e reversiveis de cisteino proteases. As fitocistatinas sao cistatinas
de plantas, sendo que algumas delas ja foram produzidas de forma recombinante,
como a CaneCPI-5 (derivada da cana-de-acucar), a qual é foco deste estudo por ter
apresentado potencial pro-osteogénico observado em estudo preliminar do nosso
grupo de pesquisa. O objetivo deste estudo foi avaliar a citocompatibilidade e o efeito
da CaneCPI-5 sobre a proliferacdo, migracao, diferenciacdo osteo/odontogénica de
células-tronco mesenquimais da polpa dental humana (hDPSCs). As hDPSCs
expostas a CaneCPI- 5 e ndo expostas (controle) foram avaliadas quanto a viabilidade
por meio do ensaio de alamarBlue, proliferacdo pelo ensaio de incorporacado de
bromodeoxiuridina (BrdU), migracdo por ensaio de transwell, deposicdo de
precipitados inorganicos pela coloragéo de vermelho de alizarina e quanto a atividade
da enzima fosfatase alcalina tecidual inespecifica (TNAP). Os dados foram avaliados
por ANOVA de uma ou duas vias, seguido do pos-teste de Tukey, ou Kruskal-Wallis e
pos-teste de Dunn, ou Mann Whitney, com a = 0,05. A CaneCPI-5 foi citocompativel,
induziu maior migracao, proliferacédo, formacao de nédulos mineralizados e atividade
da TNAP em hDPSCs em relacdo ao controle. Assim, pode-se concluir que a
CaneCPI-5 se constitui em molécula com potencial promissor para ser utilizada em

terapias que visam o reparo/regeneracao pulpar e periapical.

* Artigo em fase de correcao para ser enviado para publicacao.
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Palavras — chave: Cistatinas. Catepsinas. Células-tronco mesenquimais.
Diferenciacéo celular.

INTRODUGCAO

A remodelacdo éssea é um processo dindmico e equilibrado que envolve a
reabsorcdo de componentes presentes na matriz mineralizada e a deposicéo de novo
0sso pelos osteoblastos (Szulc, 2018). Algumas doencas estéao relacionadas a uma
quebra deste equilibrio com consequente predominio da reabsorcdo tecidual, por
exemplo a osteoporose, artrite, doenca periodontal e periodontite apical (Vasiljeva et
al., 2007; Gao et al., 2013; Hao et al., 2015a, Hao et al., 2015b). A degradacado da
porcao organica do 0sso, composta principalmente por colageno tipo |, depende da
atividade de proteases especificas como as metaloproteases da matriz (MMPs) e
cisteino proteases, especialmente a catepsina K, sendo esta, um alvo para o
tratamento de algumas doencas que envolvem a reabsor¢cédo 6ssea (Vasiljeva et al.,
2007, Lu et al., 2018).

Fisiologicamente, em mamiferos, as cistatinas endogenas inibem de maneira
reversivel as cisteino proteases regulando a atividade das mesmas (Lu et al., 2018).
Foi demonstrado que as cistatinas, principalmente as inibidoras da catepsina K, tém
potencial para serem utilizadas como farmacos por serem antagonistas da atividade
osteoclastica e reduzirem a perda 6ssea (Yu et al., 2017). Além dessa func¢éo, estudos
também mostraram efeito pro-osteogénico de algumas cistatinas (Danjo et al., 2007;
Yasueda et al., 2018).

As cistatinas derivadas das plantas, principalmente angiospermas como arroz,
laranja e cana-de-agucar (Soares-Costa et al.,, 2002; Udenigwe et al., 2016;
Leguizamon et al., 2019) sdo chamadas fitocistatinas (Margis et al., 1998). Elas estéao
envolvidas na regulacdo das proteases enddgenas nas plantas (Tremblay et al.,
2019), sendo que algumas ja foram produzidas de forma recombinante. Atualmente,
existem seis cistatinas recombinantes derivadas da cana-de-agucar, CaneCPI-1 a
CaneCPI-6, com uma variedade de efeitos e aplicacbes biotecnoldgicas ja
demonstradas (Shibao et al., 2021). A CaneCPI-5, proteina alvo deste estudo,
mostrou-se um potente inibidor das catepsinas humanas K, B e L (Santiago et al.,
2017) e apresentou resultados favoraveis ao reparo tecidual, por meio da reducéo da

inflamacéo, induzida por implante de esponja no subcutaneo de camundongos, e
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favorecimento da angiogénese e fibrinogénese (Ferreira et al., 2021). Na area
odontoldgica, a CaneCPI-5 vem sendo estudada e mostrou reduzir e prevenir a erosao
do esmalte dental frente a desafios &cidos, tanto in vitro como in vivo, por interagir
com a pelicula adquirida (Carvalho et al., 2020; Pela et al., 2021a). Ainda, reduziu a
viabilidade do biofilme sobre o esmalte dental, embora ndo tenha apresentado
potencial anticarie (Pela et al.,, 2021b). Por outro lado, ela ndo alterou as
caracteristicas e viabilidade do biofilme sobre a dentina (Frazdo Camara et al., 2021).

Além da CaneCPI-5, a cistatina recombinante derivada da laranja doce,
CsinCPI-2 também tem apresentado potencial para aplicacdo biotecnoldgica. Csin-
CPI2 preveniu a perda 6ssea induzida pela doenca periodontal em camundongos, por
meio da reducdo da inflamacéo e da osteoclastogénese (Leguizamon et al., 2022).
Adicionalmente, ela apresentou efeito pr6-osteogénico em células pulpares humanas
(Leguizamoén et al.,, 2019) e em células pré-osteoblasticas MC3T3-E1 (da Costa
Fernandes et al., 2021).

Para ocorrer o reparo pulpar, periapical ou a regeneracdo endodontica, €
necessario que as células-tronco mesenquimais da papila apical e/ou da polpa dental
se proliferem, migrem para o local da leséo e se diferenciem em células produtoras
de tecido mineralizado. Sendo assim, € interessante que os materiais utilizados no
tratamento endodéntico estimulem esses eventos (Lin et al., 2011). Considerando o
potencial de determinadas fitocistatinas recombinantes de induzir fenétipo
osteogénico (Leguizamén 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 METODOS

Expresséo e purificagdo da proteina recombinante CaneCPI-5
A proteina alvo deste estudo foi produzida de forma recombinante como

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

Apo6s aprovacao do comité de ética em pesquisa da Faculdade de Odontologia
de Araraquara/UNESP — FOAr (CAAE: 36595920.7.0000.5416), o tecido pulpar de
terceiros molares higidos, extraidos de doadores jovens, foi coletado para obtencéo
da cultura primaria de hDPSCs utilizando o método de dissociacdo enzimatica
(Gronthos et al., 2000). As células foram cultivadas em a-minimum essential medium
(a-MEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com penicilina (100
IU/mL) e estreptomicina (100 pg/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 32 a 62

passagem foram utilizadas nos ensaios.

Caracterizacao imunofenotipica 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 32
passagem, foram lavadas com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) e
coletadas com detergente ndo enzimatico (Cell Dissociation Buffer — Gibco). Em
seguida, 1x108 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 fluorescéncia - FACS (BD
Biosciences FACS Verse 4C, Pharmingen).

Avaliacao 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 pocos (1x10* células/poco) por
24 horas e entdo foram expostas a diferentes concentragdes da CaneCPI-5 (0,0125
Mg/uL; 0,025 pg/uL; 0,05 pg/uL; 0,1 ug/uL; 0,2 ug/uL) ou ao meio de cultura a-MEM
(controle negativo) por 24 e 48 horas. ApOs os periodos, as células foram incubadas
com meio de cultura contendo o reagente alamarBlue (10:1, (Invitrogen, Life

Technologies) por 3h a 37°C e 5% de CO2. Em seguida, 100uL do sobrenadante foi
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passado para outra placa para leitura em leitor de fluorescéncia empregando
comprimento de onda de 560 nm excitacdo e 590 nm emissado (Synergy H1, BioTek,
Winooski, VT, EUA). A porcentagem de viabilidade celular foi calculada comparando
a fluorescéncia das células tratadas com cada concentracdo da CaneCPI-5 com o

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

Ensaio de proliferagao celular

Para a avaliacdo da proliferacdo celular foi empregado o0 ensaio
imunoenzimatico de incorporacao de bromodeoxiuridina (BrdU) por meio do uso do kit
ELISA (Roche GmbH, Heidelberg, Alemanha). Ap6s 24h do plaqueamento (1,5x104
células/poco em placa de 96 pocos) as células foram tratadas com a CaneCPI-5 (0,05
Mg/uL) ou meio de cultura a-MEM. A solucéo de BrdU foi adicionada em cada poco, e
as células foram incubadas por 18h a 37°C totalizando os periodos de analises 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 pocos foram lavados com o Washing Solution do kit e a solucao
de substrato foi adicionada para leitura da absorbancia em espectrofotdmetro
utilizando comprimento de onda de 370nm (Asys UVM 340, Cambridge, Londres). Os
resultados foram representados pela porcentagem do grupo CaneCPI-5 em relacdo

ao grupo controle.

Ensaio de migracao celular por transwell

O ensaio de migracdo celular foi realizado para avaliar a capacidade
quimiotatica da CaneCPI-5. As hDPSCs (3x10%células/poco) foram plaqueadas no
compartimento superior do inserto de transwell (poro de 8um, Corning) com a-MEM
1% de SBF. O compartimento inferior foi preenchido com a-MEM 1% de SBF com
CaneCPI-5 (0,05 pg/uL) ou meio de cultura sem tratamento (controle), sendo
utilizados 4 transwell por grupo. Apds 24h de incubacgéo, as células do compartimento
superior foram removidas, e as que ultrapassaram a membrana foram fixadas e
coradas com Dapi (1 ug/mL) (Life Technologies). Cinco campos de cada transwell
foram selecionados ao acaso e as imagens foram obtidas em microscopio de
fluorescéncia (EVOS FI microscope, AMC, Bothell, WA, EUA) para andlise. Para

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

O ensaio de coloracdo com vermelho de alizarina foi realizado para avaliar a
formacgéo de nodulos calcificados nas hDPSCs em contato com a CaneCPI-5 como
parametro para mensurar o seu potencial de biomineralizacdo. As células foram
plagueadas em placa de 24 pocos (5x103 células/poco) e expostas a CaneCPI-5 (0,05
pg/uL) diluida em meio de cultura a-MEM osteogénico, contendo acido ascérbico
(50 pg/mL) e R-glicerofosfato (10mM) (Sigma Aldrich) ou ao meio osteogénico
(controle). Os meios foram renovados a cada 48 horas durante 21 dias. ApGs este
periodo as células foram fixadas com etanol 70% a 4°C e entéo coradas com solucao
de vermelho de alizarina a 40mM (pH 4.2; Sigma-Aldrich) por 15 min sob agita¢do. O
corante foi removido e a matriz mineralizada foi visualizada em um estereomicroscopio
(SZ2-ILST, Olympus, Téquio, Japdo) acoplado a uma camera (E-330, Olympus). Em
seguida, a solucéo de cloreto de cetilpiridinio a 10% (Sigma/Aldrich) foi usada para
solubilizar a matriz. Aliquotas de 100uL foram transferidas para uma placa de 96
pocos e a absorbancia foi lida em espectofotometro 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 relacdo ao controle

osteogénico considerado como 100%.

Atividade da fosfatase alcalina tecidual inespecifica (TNAP)

As células foram plagueadas em placas de 24 pocos (2x10* células/poco) e
expostas a CaneCPI-5 (0,05 pg/uL) diluida em meio osteogénico, ao meio osteogénico
(controle positivo) ou ao meio a-MEM (controle negativo), pelo periodo de 7 dias,
sendo 0s meios renovados a cada 48 horas. Apds os 7 dias, as células foram lavadas
com tampao estoque (Tris 50mM e MgClz2 2mM, pH 7,5) e, em seguida, foi adicionado
o tampao de choque osmotico (Tris-HCI 50mM, MgSO4 10mM e NaCl 0,8M, pH 7,5)
para coleta e lise das células. A suspenséo de células foi homogeneizada para ruptura
celular suave e ultracentrifugadas a 100.000xg por 1 hora a 4°C. O pellet foi
ressuspendido e homogeneizado no tampao estoque. Aliquotas dessa suspensao
contendo a fosfatase alcalina ligada a membrana foram adicionadas ao meio reacional
(solucdo 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 reac¢des foram interrompidas nos mesmos intervalos de tempo com

NaOH 1M. A atividade catalitica da TNAP foi monitorada por mudancgas na intensidade



25

da banda de absorcdo UV-Vis em 410 nm, correspondendo a formacdo de p-
nitrofenolato (pNP-), um produto da hidrélise do pNPP catalisado por enzimas. A
concentracdo de pNP- (absortividade molar 17600 M~'.cm™") foi calculada usando a
lei de Lambert Beer. Os espectros foram obtidos através de um espectrofotdbmetro
Hewlett Packard modelo 8453 UV-Vis. Os dados foram normalizados pela
concentracéo total de proteina determinada pelo método de Hartree (Hartree, 1972),

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

Anélise estatistica

Os dados foram analisados por meio do programa estatistico GraphPadPrism
9 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA), com nivel de significAncia de 5%. Os
dados foram avaliados por ANOVA de uma ou duas vias, seguido de pds-teste de

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

RESULTADOS
Caracterizagcdo imunofenotipica 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 — Caracterizagdo das hDPSCs por citometria de fluxo. Histogramas representativos da
expressdo 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, ndo apresentou efeito citotéxico nas
concentracbes avaliadas, uma vez que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa em comparagao com o grupo controle (p > 0,05). Houve maior viabilidade
das hDPSCs expostas a CaneCPI-5 nas concentracdes de 0,0125ug/pL, 0,025ug/uL
e 0,05ug/uL em comparacdo com a concentracéao de 0,2ug/uL (p < 0,05) no periodo
de 24 horas. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos no
periodo de 48 horas (p > 0,05) (Fig. 2).
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Fig. 2 - Ensaio de alamarBlue. Viabilidade das células da polpa dental humana apos
exposicao a diferentes concentragdes da CaneCPI-5, por 24 e 48 horas, em comparagéo ao
grupo controle (%). Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (ANOVA de duas vias e pos-teste de Tukey).

Ensaio de proliferacéo celular

Como observado na fig. 3, ndo houve diferenca entre os grupos em 24 horas
(p > 0,05). No entanto, em 48 horas houve maior proliferacdo das hDPSCs expostas
a CaneCPI-5 do que o controle (p < 0,05). Além disso, houve maior proliferacao das
células expostas a CaneCPI-5 em 48 horas quando comparado a exposi¢ao por 24
horas (p < 0,05).
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Fig. 3 — Ensaio de proliferagéo celular. Proliferacdo das células pulpares humanas avaliada
pelo ensaio de incorporagdo de BrDU nos grupos controle e CaneCPI-5 (0,05 pg/pL) nos
periodos de 24 e 48 horas. Diferentes letras indicam diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos (Teste Kruskal-Wallis e Dunn).

Ensaio de migracao por transwell

Apos 24 horas de exposicdo, a CaneCPI-5 mostrou efeito estimulatorio na
migracdo das células; as hDPSCs tratadas com a CaneCPI-5 apresentaram maior
migracgédo para a superficie inferior da membrana da transwell quando comparado com

as células néo tratadas (p < 0,05) (fig. 4).
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Fig. 4 - Ensaio de migragdo celular. (A) Comparagdo da migragdo celular por ensaio de
transwell. O asterisco (*) indica diferenca estatisticamente significante entre os grupos (Teste
de Mann Whitney). (B) Imagens dos nucleos das células da polpa dental humana corados
com Dapi que migraram através da membrana da transwell (fluorescéncia azul dos nucleos),
nos grupos controle e CaneCPI-5 (0,05 pg/pL). Barra = 1000pum.

Coloracéao de vermelho de alizarina

Houve maior formacao de nédulos mineralizados no grupo meio osteogénico
comparado ao grupo controle (p < 0,0001). A CaneCPI-5 (0,05 pg/pL) mostrou efeito
estimulatorio significativo na formagéo de nédulos mineralizados (p < 0,0001), quando
comparada ao grupo meio osteogénico e ao grupo controle (fig. 5a). O ensaio de
alamarBlue, realizado para acompanhar a viabilidade das hDPSCs durante o periodo
de 21 dias do ensaio, mostrou que ndo houve diferenca entre os grupos (p > 0,05)
(fig. 5b).
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Fig. 5 - Ensaio de coloragdo de vermelho de alizarina. (A) Comparacdo da producédo de
nédulos mineralizados entre os grupos. Letras diferentes nas colunas indicam diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA de uma via e pés-teste de Tukey. (B)
Viabilidade das células da polpa dental humana avaliada por meio do teste de alamarBlue nos
grupos controle, meio osteogénico (MO) e CaneCPI-5 (0,05 pg/pL), no periodo de 21 dias.

Atividade da fosfatase alcalina tecido inespecifica (TNAP)

Houve maior atividade de TNAP no grupo meio osteogénico comparado ao
grupo controle (p < 0,05). A CaneCPI-5 (0,05 pg/uL) induziu significativa atividade da
TNAP quando comparada aos grupos controle e meio osteogénico (p < 0,05) no

periodo de 7 dias (fig. 6).



31

Atividade da TNAP

150

120

T

(% MO)

90

Atividade especifica

a

i -

I I I
Controle MO CaneCPI-5

Grupos

Fig.6 — Atividade da fosfatase alcalina tecido inespecifica (TNAP). Letras diferentes nas
colunas indicam diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA de uma via
e pOs-teste de Tukey).

DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a citocompatibilidade e o efeito da
fitocistatina CaneCPI-5 sobre a proliferacdo, migracdo e diferenciacdo osteogénica
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 substancias em induzir a diferenciacdo osteogénica e
odontogénica (Lee et al., 2017; Rodrigues et al, 2017; Leguizamon et al., 2019). Um
dos critérios para considerar uma célula como tronco/progenitora mesenquimal € a
elevada expressdao de marcadores como CD105, CD73, CD90, CD146 e,
paralelamente, baixa ou ndo expresséo 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 concentracdes de 0,025 pg/uL a 0,2 pg/uL, ndo apresentou
citotoxicidade, concordando com estudo anterior que mostrou que ela nao foi
citotoxica para fibroblastos gengivais de humanos em concentracdes de 0,025 a 1

Mmg/uL (Pela et al., 2021c). As células expostas as concentracdes de 0,0125ug/uL,
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0,025ug/uL e 0,05ug/puL apresentaram uma tendéncia de maior porcentagem de
viabilidade celular que o grupo controle. A concentracdo 0,05 pg/pL da CaneCPI-5 foi
escolhida para ser empregada nos demais ensaios, uma vez que ela foi a maior
concentragcao que proporcionou maior tendéncia de viabilidade de hDPSCs.

O processo de regeneracéo e reparo tecidual envolve, dentre outros fatores, a
migracdo de células precursoras capazes de secretar matriz extracelular e sua
diferenciagao, para assim reestabelerem a integridade e a fungéo do tecido lesionado
(Holland et al., 2017; da Rosa et al., 2018). A CaneCPI-5 estimulou maior migracao
das hDPSCs que o grupo controle, avaliada por meio do ensaio de transwell. Outro
aspecto fundamental para o reparo tecidual € a proliferacdo celular (Eramo et al.,
2018) e, idealmente, buscam-se substancias bioativas que favorecam o aumento
dessa propriedade (Almeida et al., 2018; Pedano et al., 2018). Neste estudo a
proliferacéo celular foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico de BrdU, o qual é
baseado na incorporacdo de bromodeoxiuridina durante a sintese de DNA em células
que estdo se multiplicando (Kit ELISA, Roche GmbH). A proliferagdo das células
tratadas com CaneCPI-5 ndo foi diferente das células controle no periodo de 24 horas,
no entanto, no periodo de 48 horas a CaneCPI-5 induziu maior proliferacdo quando
comparada ao grupo controle. Um estudo utilizando um inibidor natural de cisteino
protease, cistatina C, também mostrou aumento na proliferacdo de células
osteoblasticas de camundongo MC3T3-E1 (Yasueda et al., 2018).

A fosfatase alcalina é considerada um marcador da diferenciacao
osteo/odontogénica, sendo uma das principais enzimas expressas na maturacao
inicial de osteoblastos e odontoblastos, desempenhando um importante papel na
biomineralizagdo. A mensuracao da atividade dessa enzima possibilita a avaliacdo da
bioatividade de materiais e do potencial de promover reparo com formacao 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 osteoblasticas de camundongo e induzir a mineralizacdo de nova
matriz 6ssea em células derivadas da medula 6ssea in vitro e em culturas de calvaria
ex vivo. Ainda, uma fitocistatina (CaneCPI-1) derivada da cana-de-agUcar 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 periodo de 7 dias

comparada ao grupo controle positivo (meio osteogénico).
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A CaneCPI-5 apresentou potencial de induzir a diferenciacdo das hDPSCs em
fendtipo mineralizador, uma vez que houve formacdo de nddulos mineralizados
significativamente maior no grupo CaneCPI-5 que no grupo controle osteogénico, ao
final de 21 dias. Este potencial também foi demonstrado no estudo com a CaneCPI-1,
que foi capaz de induzir, in vitro, a diferenciacdo de hDPSCs em fen6tipo osteogénico
(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 regeneracao
endodoéntica ou reparacdo pulpar e periapical, processos que exigem migracao,
proliferacéo e diferenciacéo osteo/odontogénica de células-tronco mesenquimais. No
entanto, mais estudos avaliando a expressao génica e proteica de fatores
relacionados a inducao de fendtipo mineralizador, entre outros, Sdo necessarios para
conhecer mais profundamente seu efeito sobre células-tronco mesenquimais, e
avaliar sua aplicacdo. A incorporacdo da CaneCPI-5 em scaffolds ou em composto
medicamentoso para ser utilizado durante o tratamento endodontico seria interessante
pois poderia contribuir para o controle da reabsorcdo 6ssea por meio da inibicdo das
catepsinas e da atividade anti-inflamatéria, bem como favorecer o reparo/regeneracéo
pulpar e periapical, por meio da ativacdo de mecanismos de diferenciacdo

oste/odontogénica.

CONCLUSAO

A CaneCPI-5 foi citocompativel, induziu migracédo, proliferacdo, assim como a
atividade da enzima fosfatase alcalina tecido inespecifica e formagdo de nddulos
mineralizados em hDPSCs. Assim, ela se constitui em molécula com potencial
promissor para ser utilizada em terapias que visam o reparo/regeneracao pulpar e

periapical.
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4 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a CaneCPI-5 foi citocompativel, induziu proliferacéo e
migracao celular, bem como o desenvolvimento de fendtipo osteo/odontogénico em
hDPSCs. Considerando esses efeitos, a CaneCPIl-5 pode ser uma molécula
promissora para aplicagfes biotecnoldgicas, favorecendo a regeneragdo/reparacao
pulpar e periapical. No entanto, ensaios em nivel molecular sdo necessarios para
conhecer mais profundamente o seu efeito em células-tronco mesenquimais e,
posteriormente, ensaios para determinar se os efeitos benéficos observados in vitro

favorecem o reparo in vivo.
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APENDICE A — METODOLOGIA DETALHADA

Expresséo e purificagdo da proteina recombinante CaneCPI-5

A producdo heterdloga da Canacistatina 5 recombinante (CaneCPI-5) foi
realizada no Laboratorio de Biologia Molecular do Departamento de Genética e
Evolucéo da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar). Para tanto, foi utilizada a
cepa bacteriana Escherichia coli Rosetta (DE3), transformada com o plasmideo
pET28aCaneCPI-5, como descrito previamente!. A proteina expressa foi purificada da
fracdo solluvel de culturas bacterianas induzidas por IPTG (Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside, Isopropyl B-D-thiogalactoside), submetidas a centrifugacéo e
sonicagao. A purificacao foi feita por cromatografia de afinidade em colunas contendo
resina de niquel Ni-NTA Superflow (QIAGEN, Germantown, MD, EUA). A proteina
eluida da coluna foi entdo dialisada (3 trocas) contra tampéo PBS 1X (NaCl 137 mM,
Fosfato 10 mM e KCI 2.7 mM) pH 7,2, quantificada usando o Kit Pierce BCA Protein
Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e mantida em freezer -200C até

sua utilizacdo?.

Cultura Celular

Apbs aprovacao do proejto pelo comité de ética em pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Araraquara/lUNESP — FOAr (CAAE: 36595920.7.0000.5416), foram
coletados terceiros molares higidos, de dois pacientes saudaveis (19 e 21 anos),
indicados para extracdo por motivos ortodénticos. As culturas de hDPSCs foram
estabelecidas utilizando o método de dissociacdo enzimatica®. Ap6s a exodontia, os
dentes foram lavados com solugéo salina tamponada de fosfato (PBS), imersos em
meio de cultura a-minimum essential medium (a-MEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) suplementado com penicilina (100 IU/mL) e estreptomicina (100 ug/mL) (Sigma-
Aldrich) e levados para o laboratorio de cultura de células. Os dentes foram
desinfetados com alcool 70 INPM e os tecidos periodontais foram removidos. Em
seguida, eles foram envolvidos em gaze esterilizada, inseridos em pacotes de plastico
esterilizados e fraturados com o auxilio de um martelo. O tecido pulpar foi removido
com pinca e/ou limas endodonticas, transferido para um microtubo de 2 mL (Axygen,
Corning, New York, NY, EUA) contendo PBS e picotado em pequenos fragmentos
com o auxilio de uma tesoura esterilizada. O microtubo contendo a polpa fragmentada

foi centrifugado a 400g por 3 minutos a 23°C, o sobrenadante removido e foi
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adicionado 1 mL de colagenase tipo | (Gibco, Life Technologies Corporation, Grand
Island, NY, EUA) na concentracédo de 3 mg/mL em a-MEM. Esta solucédo permaneceu
em contato com a polpa por 1 hora a 37°C, sendo que a cada 15 minutos foi realizada
agitacdo em vortex. Entéo, as células foram lavadas 2 vezes com PBS, repetindo a
centrifugacéo a cada lavagem (400g por 5min a 23°C) e foram cultivadas em placa de
6 pocos (Corning, New York, NY, EUA), contendo meio de cultura a-MEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino - SBF (Gibco/Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA), penicilina (100 1U/mL) e estreptomicina (100 ug/mL) (Sigma-
Aldrich) em estufa a 37°C, com atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de
ar. Apos atingirem confluéncia de 80%, as células foram transferidas para uma garrafa
de cultura celular de 75 cm2 de area de crescimento celular (Corning). Para realizacédo
dos ensaios foram utilizadas células da 32 a 62 passagem cultivadas em placas de 96,
24 ou 6 pocos (Corning), contendo a-MEM com FBS 10%. Os meios a-MEM e a-MEM
osteogénico foram utilizados como controles negativo e positivo, respectivamente. O
meio osteogénico é obtido a partir da suplementacdo do a-MEM com 50ug/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.

Caracterizagcdo imunofenotipica 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 previamente®.
As hDPSCs, na terceira passagem, foram cultivadas em placas de 24 pocos (9x104
células/poco) 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 calcio -
Ca e magnésio - Mg), incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente com
300uL/poco de detergente ndo enzimatico (Cell Dissociation Buffer - Gibco). A
guantidade de células de dois pocos foi coletada da placa de cultura, e transferida
para um tubo de 1,5mL (Axygen®, Corning). Os tubos foram centrifugados a 5009 por
5 minutos a 20°C. Em seguida, foram lavadas com PBS gelado (sem Ca e Mg),
centrifugadas novamente (500g, 5 minutos a 17°C) e o pellet foi ressuspendido com
100pL 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
(10pL)), CD9O-FITC (BD 555595 (1uL)), CD105-FITC (BD 561443 (2,5uL)), CD73-PE
(BD 550257(10uL)), CD45-PE (BD 555483 (1uL)) e CD34-FITC (BD 555821(10uL))
seguindo as instrucdes do fabricante (BD Biosciences, Pharmingen, San Jose, CA,
EUA). Apés incubacdo com as combinacdes 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 100puL de stain buffer. As células foram analisadas em separador de células

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

Avaliacao da viabilidade celular por ensaio de alamarBlue

O ensaio de alamarBlue é baseado na incorporacdo de resazurina, COmposto
ativo do reagente alamarBlue, pelas células viaveis. A resazurina incorporada é
reduzida a resorufina, que é um composto vermelho e altamente fluorescente, cuja
fluorescéncia correlaciona-se com a atividade metabdlica e a viabilidade das células®.
Vinte e quatro horas apés o plaqueamento das hDPSCs (1x10* células/poco) em
placas de cultura de 96 pocos, elas foram expostas a diferentes concentracdes da
CaneCPI-5 (0,0125 pg/uL; 0,025 pg/uL; 0,05 pg/uL; 0,1 pg/uL; 0,2 pg/uL), meio de
cultura a-MEM (controle), por 24 e 48 horas. As concentractes de CaneCPI-5 foram
determinadas com base em experimentos pilotos, partindo da concentracao utilizada
no ensaio com células MC3T3-E1. ApGs estes periodos, 200uL de uma solucéo de
alamarBlue a 10% (Invitrogen, Life Technologies) foi adicionada em cada poco e as
células foram incubadas por 3 horas. Em seguida, 100uL de cada poco foram
colocados em outra placa para realizagcdo da leitura em leitor de fluorescéncia
empregando comprimento de onda de 560 nm excitagéo e 590 nm emisséo (Synergy
H1, BioTek, Winooski, VT, EUA). A porcentagem de viabilidade celular foi calculada
comparando a fluorescéncia das células tratadas com cada concentracdo da
CaneCPI-5 com o controle negativo (células nao tratadas), o qual foi considerado
100%. Este ensaio foi realizado em triplicata e reptido em trés momentos distintos.

A partir dos resultados de viabilidade celular obtidos no ensaio de alamarBlue,
foi escolhida a concentragdo 0,05 pg/pL da CaneCPI-5 para ser empregada nos
demais ensaios, uma vez que ela foi a maior concentracdo que proporcionou maior
tendéncia de viabilidade de hDPSCs.
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Ensaio de proliferacéo celular

Para avaliacdo da proliferacéo celular foi empregado o ensaio imunoenzimatico
de incorporagao de bromodeoxiuridina (BrdU) por meio do uso do kit ELISA (Roche
GmbH, Heidelberg, Alemanha) de acordo com Heng et al.b.. As hDPSCs foram
plaqueadas (1,5x10* cel/poco) em placas de 96 pocos. Apds 24 horas, elas foram
incubadas com a CaneCPI-5 (0,05 pg/uL) e com o meio de cultura (controle) por 24
(placa 1) e 48 horas (placa 2). O volume de solucao de cada poco foi de 100 uL. Apos
6 horas do tratamento das células da placa 1, e ap6s 30 horas do tratamento das
células da placa 2, 10uL da solucdo de BrDU foram adicionados em cada poco e as
células foram incubadas a 37°C por 18 horas. Em seguida, o meio de cultura foi
removido, foram aplicados 200uL/poco 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 deteccéo
posterior do BrDU pelo anticorpo. O fixador foi removido e, entdo, as células foram
incubadas com o anticorpo para BrDU (1:100, 100 pL por pogo) por 120 minutos em
temperatura ambiente. O anticorpo foi removido, os pocos foram lavados 3 vezes com
200uL do Washing Solution (1:10) e foram adicionados 100 uL/poco da solugéo de
substrato (5 minutos em temperatura ambiente). A absorbéancia 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 relacdo ao grupo controle. Este ensaio foi realizado em sextuplicata e

repetido em trés momentos diferentes.

Ensaio de migracgéo celular por transwell

A capacidade da CaneCPI-5 de induzir a migracao celular foi avaliada por meio
do ensaio de transwell com poro de tamanho de 8um (Corning). As hDPSCs,
cultivadas em garrafas para cultura, foram tripsinizadas e ressuspendidas em meio a-
MEM com 1% de SFB e "plagueadas” no compartimento superior da transwell (200uL
da suspenséo de células na densidade de 3x104 células/pogo). O compartimento
inferior foi preenchido com 600uL de meio a-MEM SFB 1% com CaneCPI-5 (0,05
pg/uL) ou SFB 1% (controle). Foram utilizadas 4 transwell por grupo. Apos 24 horas
de incubacéo a 37°C e 5% de CO2, 0 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
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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
paraformaldeido a 4% por 10 minutos. Apés duas lavagens com PBS, as células foram
coradas com Dapi (1pg/mL) (Life Technologies) por 15 minutos ao abrigo da luz. Cinco
campos da transwell foram selecionados ao acaso e fotografados para analise
(microscopio de fluorescéncia EVOS FI microscope, AMC, Bothell, WA, EUA). A
andlise da quantidade de células que migraram foi realizada por meio da contagem
dos nucleos celulares empregando software ImageJ (Instituto Nacional de Saude -
NIH, Bethesda, MD, EUA). O ensaio foi repetido 2 vezes.

Ensaio de coloracdo com vermelho de alizarina

Com a finalidade de identificar e quantificar depésitos de calcio, foi realizada a
técnica de coloracdo com vermelho de alizarina. As hDPSCs foram plaqueadas (5x103
células/poco) em placas de cultura de 24 pocos. Apos 24 horas, as células foram
expostas a CaneCPI-5 (0,05 pg/pL) em meio de cultura a-MEM osteogénico, contendo
acido ascorbico (50 pg/mL) e R-glicerofosfato (10mM) (Sigma Aldrich) ou ao meio
osteogénico (controle), os quais foram renovados a cada 48 horas, durante 21 dias.
Ao final de 21 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,
entdo, lavadas duas vezes com agua destilada e foram adicionados a cada poco 0,3
mL de vermelho de alizarina (Sigma - Aldrich) a 40 mM (2% - pH 4,1). Ap6s incubacao
em temperatura ambiente por 15 minutos, o corante foi removido e 0s poc¢os foram
lavados 4 vezes com 1 mL de agua destilada/poco. A formacgéo de matriz mineralizada
foi visualizada em um estereomicroscopio (SZ2-ILST, Olympus, Toquio, Japao)
acoplado a uma camera (E-330, Olympus). Em seguida, foram aplicados 500 pL da
solucéo de cloreto de cetilpiridinio a 10% (Sigma/Aldrich) em cada poc¢o, sendo a placa
com o substrato incubada por 15 minutos sob agitacdo a temperatura ambiente. Trés
aliquotas de 100 uL da ressuspenséao de cada poco foram transferidas para placa de
96 pocos e a leitura foi realizada em espectofotometro 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 relagdo ao controle
osteogénico considerado como 100%. Este ensaio foi realizado em sextuplicata e

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

As células foram plagueadas em placas de 24 pocos (2x10* células/poco) e
expostas a CaneCPI-5 (0,05 pg/uL) diluida em meio osteogénico, ao meio osteogénico
(controle positivo) ou ao meio a-MEM (controle negativo), pelo periodo de 7 dias,
sendo 0s meios renovados a cada 48 horas. Apés os 7 dias, as células foram lavadas
com tampéo estoque (Tris 50mM e MgCl2 2mM, pH 7,5) e, em seguida, foi adicionado
o tampao de choque osmético (Tris-HCI 50mM, MgSO4 10mM e NaCl 0,8M, pH 7,5)
para coleta e lise das células. A suspensdao de células foi homogeneizada para ruptura
celular suave e ultracentrifugadas a 100.000xg por 1 hora a 4°C. O pellet foi
ressuspendido e homogeneizado no tampéo estoque. Aliquotas dessa suspensao
contendo a fosfatase alcalina ligada a membrana foram adicionadas ao meio reacional
(solucdo 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 reacdes foram interrompidas nos mesmos intervalos de tempo com
NaOH 1M. A atividade catalitica da TNAP foi monitorada por mudancas na intensidade
da banda de absorcdo UV-Vis em 410 nm, correspondendo a formacdo de p-
nitrofenolato (pNP-), um produto da hidréolise do pNPP catalisado por enzimas. A
concentracdo de pNP- (absortividade molar 17600 M~'.cm™") foi calculada usando a
lei de Lambert Beer. Os espectros foram obtidos através de um espectrofotdmetro
Hewlett Packard modelo 8453 UV-Vis. Os dados foram normalizados pela
concentracdo total de proteina determinada pelo método de Hartree’, e foram

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

Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio do programa estatistico GraphPadPrism
9 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA), com nivel de significancia de 5%. Os
dados foram avaliados por ANOVA de uma ou duas vias, seguido de pos-teste de

Tukey, ou Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn, ou Mann Whitney, com a = 0,05.
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(um grupo de cisteino proteases) apresentam importante papel em alguns processos patolégicos. Sabe-se
que um aumento da atividade das mesmas esta relacionado ao desenvolvimento de doengas como a
osteoporose e a periodontite apical (lesdo periapical), por estimularem o processo de reabsor¢édo 6ssea,
através da degradacao proteolitica de componentes da matriz. Portanto sua inibicdo poderia ser alvo
terapéutico para o controle dessas doencas. As cistatinas sdo inibidores naturais e reversiveis de cisteino
proteases. As fitocistatinas séo cistatinas de plantas e algumas delas ja foram produzidas de forma
recombinante, como a CaneCPI-5 (derivada da cana-de-agucar), a qual sera foco deste estudo por ter
apresentado potencial préoosteogénico observado em estudo preliminar do nosso grupo de pesquisa. O
objetivo deste estudo sera avaliar a citocompatibilidade e o efeito da CaneCPI-5 sobre a proliferagéao,
migragao, diferenciagdo osteo/odontogénica e capacidade de estimular mineralizagéo de células da polpa
dental humana (hDPCs). Para obtengéo da cultura de hDPCs, sera coletada a polpa de terceiros molares,
apos a extragdo por indicagdo ortodéntica, de 10 participantes de 16 a 25 anos, atendidos no Centro
Cirargico da Disciplina de Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial da Faculdade de Odontologia de
Araraquara — UNESP (FOAr), seguindo as normas de biosseguranca da FOAr. Apds a coleta, a polpa sera
processada para a obtengdo das culturas de hDPCs. As hDPCs expostas a CaneCPI-5 e ndo expostas
(controle) serdo avaliadas quanto a viabilidade celular por
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meio dos ensaios de metiltiazol tetrazélico (MTT) e vermelho neutro, proliferagdo pelo ensaio de
incorporagao de bromodeoxiuridina (BrdU), migracao por ensaio de transwell, expressdo génica de
marcadores relacionados a diferenciagéo osteo/odontogénica por meio de reagéo da polimerase em cadeia
em tempo real quantitativo (QRT-PCR), atividade da fosfatase alcalina pelo célculo da liberagéo timolftaleina
e a deteccdo de precipitados inorganicos pela coloragdo de vermelho de alizarina. Todos os ensaios serao
realizados pelo menos duas vezes. A analise estatistica dos resultados sera efetuada empregando nivel de
significancia de 5%. Os testes serdo escolhidos de acordo com a distribuicdo e homocedasticidade dos
dados.”

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a citocompatibilidade e o efeito odonto/osteopromotor da fitocistatina CaneCPI-5 em células da polpa
dental humana. Especificamente, serdo avaliados seu efeito na viabilidade celular por meio dos ensaios de
metiltiazol tetrazélico (MTT) e vermelho neutro, proliferagcdo pelo ensaio do de incorporagédo de
bromodeoxiuridina (BrdU), migragcdo por ensaio de transwell, diferenciagcdo osteo/odontogénica e
mineralizagdo por meio das analises de expressao génica por qRT-PCR de marcadores especificos,
atividade da fosfatase alcalina e coloragdo de vermelho de alizarina para detec¢édo de precipitados
inorganicos.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: A coleta das células da polpa dental, propriamente dita, ndo oferece riscos para o participante, uma
vez que esta coleta sera realizada apds extragdo dentaria. Ha o risco de contaminagéo dos pesquisadores
durante a coleta da polpa e expansao das culturas. No entanto, serdo asseguradas as normas da
Biosseguranca da FOAr, incluindo o uso de gorro, mascara, luvas descartaveis, 6culos, entre outros, para
realizagdo dos procedimentos laboratoriais. Em relagdo a extragdo dentaria propriamente dita, ela sera
realizada por residentes da disciplina de Cirurgia e Traumatologia BucoMaxilo-Facial da FOAr, que sdo
treinados para realizar o procedimento, e que seguirdo as normas da Biosseguranga da FOAr. Caso os
participantes apresentem complicagdes durante a cirurgia e no pés-operatério como desconforto, inchago
(edema), sangramento continuado, dor, infec¢do, danos nos dentes préximos, estiramento do canto da boca
(comissura labial) com consequente manchas roxas (equimose) ou laceragao, restricdo da abertura da boca,
quebra/fratura de osso, danos ao nervo préximo ao dente e comunicagdo com o seio maxilar, eles serdo
atendidos pelos residentes, que tomardo as providéncias para solucionar os problemas. O risco de
divulgacdo da identidade dos participantes sera prevenido arquivando os dados em local seguro, e a
divulgagdo dos resultados em congressos e/ou publicagdes em revistas cientificas sera feita de forma a ndo
identificar os participantes.
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Beneficios: Nao havera beneficio direto para o participante, mas sim indireto. O beneficio principal é que se
a CaneCPI5 induzir a diferenciagdo osteo/odontogénica de células da polpa dental, ela podera se constituir
em uma molécula promissora para aplicagdes biotecnoldgicas, sobretudo para protegdo pulpar direta e em
técnicas de regeneragao/reparacao endodéntica.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo nacional, unicentrico, experimental, laboratorial, utilizando cultura de células da polpa
dental humana, provenientes de terceiros molares extraidos por indicagao ortoddntica. O estudo tem carater
académico, realizado para obtengdo de titulo de mestrado de uma orientada da pesquisadora responsavel.
Patrocinador: Bolsa de Mestrado FAPESP.

Numero de participantes incluidos no Brasil: 10

Havera armazenamento de amostras em banco de material bioldgico no Brasil para pesquisas futuras nas
quais serao utilizadas células obtidas da polpa de 3° Molares, justifica-se pelo fato de que tais células
permanecem viaveis, congeladas em freezer -80 °C, evitando a coleta adicional de outras polpas, o que
acarretaria mais custos e tempo de trabalho.

De acordo com o cronograma, o estudo tinha previsdo de inicio em 02/11/2020 e encerramento em
28/02/2022, contudo houve solicitagdo de Emenda para prorrogagédo do prazo de execugado do estudo para
30/09/2022, justificada pela ocorréncia de fatores negativos , como: interrupgdes das atividades de pesquisa
impostas pela pandemia de COVID-19, por problemas ocorridos com a produgéo da proteina alvo do estudo
e também com o anticorpo usado para caracterizagdo das células, o que atrasou a realizagado dos ensaios.
Critérios de inclusdo: Para a obtengdo das células da polpa serdo utilizados terceiros molares com
rizogénese completa ou incompleta, extraidos por razdes ortodénticas, que nao apresentem lesdo de carie
ou doenga periodontal, de participantes saudaveis, com idade entre 16-25 anos.

Critério de Exclusdo: Os tecidos da polpa dental ndo serdo coletados de terceiros molares que
apresentarem lesdo de cérie ou doenga periodontal ou de pacientes com idade menor de 16 ou maior que
25 anos.

As Principais etapas executadas no periodo visando ao alcance dos objetivos sdo:

Execucdo dos ensaios de viabilidade, proliferagdo, migragado celular e coloragdo de vermelho de alizarina.
Até o momento, ndo houve ocorréncia de danos decormrentes dos riscos previstos.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Além dos termos apresentados no Projeto inicial: Folha de Rosto, PB Informagdes Basicas do Projeto,
Projeto de Pesquisa, Declaragao do pesquisador, Cartas do laboratério de cultura de células e da Disciplina

Q=

de Cirurgia e Traumatologia, Termo de consentimento livre e esclarecido para maiores de 18 anos e para

pais de menores, Termo de assentimento para menores, Termo de retengdo de amostras, Orgamento,

Cronograma da pesquisa e Carta Resposta, para a solicitagdo de Emenda foram apresentados os seguintes
termos obrigatérios: PB Informagdes Basicas, Projeto de pesquisa atualizado, Cronograma atualizado,
formulario para relatério parcial preenchido, Relatério Parcial contendo os resultados obtidos até o momento
e discussdo, bem como, carta em resposta ao parecer do CEP da FOAr 5.286.837, justificando que o
relatério final referente ao CAEE 90278518.6.0000.5416 (Efeito de fitocistatinas sobre a proliferacao,
migragédo e diferenciagao de células da papila apical e polpa dental humanas) foi equivocadamente inserido
na pagina do projeto com nimero CAEE de 36595920.7.0000.5416.

Recomendacoes:

Vide campo “Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Sugere-se a aprovagao da emenda acompanhada de Relatério Parcial.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Emenda APROVADA

em reunido de 14 de abril de 2022.

O pesquisador devera encaminhar relatério parcial no meio do periodo da pesquisa até o prazo final da
pesquisa, quando devera encaminhar o relatério final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacgdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_191202| 28/03/2022 Aceito
do Projeto 2 E1.pdf 13:57:00
Qutros Relatorio_parcial.pdf 28/03/2022 | ANA FLAVIA Aceito

13:54:36 |BALESTRERO
CASSIANO
Qutros formulario_para_relatorio_parcial.doc 28/03/2022 |ANA FLAVIA Aceito
13:50:24 |BALESTRERO
CASSIANO
Qutros Carta_resposta_parecer.docx 28/03/2022 |ANA FLAVIA Aceito
13:48:09 |BALESTRERO
CASSIANO
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Cronograma Cronograma.docx 23/03/2022 | ANA FLAVIA Aceito
23:02:33 |BALESTRERO
CASSIANO
Projeto Detalhado / |Projeto_Mestrado_Final.pdf 16/09/2020 | ANA FLAVIA Aceito
Brochura 19:51:43 |BALESTRERO
Investigador CASSIANO
TCLE / Termos de | Termo_assentimento.docx 14/09/2020 | ANA FLAVIA Aceito
Assentimento / 18:13:32 [BALESTRERO
Justificativa de CASSIANO
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_pais_responsavel.docx 14/09/2020 | ANA FLAVIA Aceito
Assentimento / 18:13:22 |BALESTRERO
Justificativa de CASSIANO
| Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE.doc 14/09/2020 | ANA FLAVIA Aceito
Assentimento / 18:13:13 |BALESTRERO
Justificativa de CASSIANO
| Auséncia
Folha de Rosto Folha_Rosto.pdf 03/08/2020 | ANA FLAVIA Aceito
20:54:40 |BALESTRERO
CASSIANO
Declaragéo de Termo_retencao_amostras.docx 03/08/2020 |ANA FLAVIA Aceito
Manuseio Material 14:23:06 |BALESTRERO
Bioldgico / CASSIANO
Biorepositério /
Biobanco
Declaragdo de Carta_professor_cirurgia_traumatologia_| 03/08/2020 | ANA FLAVIA Aceito
concordancia buco_maxilo_Unesp.pdf 14:15:56 |BALESTRERO
CASSIANO
Declaracéo de Carta_laboratorio_cultura_de_celulas.pd| 03/08/2020 | ANA FLAVIA Aceito
Instituicéo e f 14:13:41 |BALESTRERO
Infraestrutura CASSIANO
Declaracéo de Declaracao_pesquisador.docx 03/08/2020 |ANA FLAVIA Aceito
Pesquisadores 14:06:16 |BALESTRERO
CASSIANO
Orgamento Orcamento.pdf 03/08/2020 |ANA FLAVIA Aceito
14:04:.00 |BALESTRERO
CASSIANO

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néo

Endereco:
Bairro: CENTRO
UF: SP

Telefone:

HUMAITA 1680, SALA 512

CEP: 14.801-903

Municipio: ARARAQUARA
(16)3301-6459

E-mail:

cep@foar.unesp.br
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ARARAQUARA, 14 de Abril de 2022

Assinado por:
Andréa Gongalves

(Coordenador(a))
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Araraquara, 28 de junho de 2022.

Ana Flavia Balestrero Cassiano



