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RESUMO

Introducao: As células-tronco da polpa dentéria (do inglés, dental pulp stem cells -
DPSCs) podem ser uma fonte acessivel, pouco invasiva e promissora para estudos
de neurotoxicidade e neuroprotecéo, especialmente em neuropatia periférica induzida
por quimioterapicos (NPIQ). Representam uma alternativa viavel as culturas primarias
in vitro de roedores e linhagens imortalizadas, por se tratar de células primarias
humanas com potencial de diferenciacéo neuronal. Este trabalho teve como objetivo
estabelecer o cultivo de DPSCs no Laboratério de Ensaios Farmacoldgicos para
aplicacéo em estudos de NPIQ e desenvolvimento de farmacos neuroprotetores.
Metodologia: DPSCs foram obtidas de terceiros molares extraidos por motivo clinico.
A polpa foi removida, processada enzimaticamente com colagenase e mecanicamente
com pipetas pasteur condicionadas. As células foram cultivadas em DMEM
suplementado com 20% de soro fetal bovino, em atmosferade 5% de CO, a 37°C, sendo
o cultivo estabelecido apés adesédo e expanséao celular. A diferenciacéo foi realizada
seguindo dois protocolos diferentes. O primeiro, realizou a diferenciacdo através da pré-
inducéo utilizando 1mM de B-mercaptoetanol (BME), por 24h e, apos esse periddo, o
BME foi retirado e foi adicionado fator de crescimento do nervo (NGF) na concentracao
de 100ng/mL por 3 dias. O segundo protocolo foi realizado utilizando meio DMEM sem
soro, para induzir as células a diferenciacao por 4 dias.

Resultados: Para o estabelecimento da cultura o protocolo enzimético foi realizado
com colagenase tipo 1 e processamento mecanico para realizar o plaqueamento e
posterior expanséo por ciclos de tripsinizacdo e subcultivo. As DPSCs apresentaram
morfologia circular inicial e posterior aspecto de fibroblasto, atingindo 80% de
confluéncia em cerca de 14 dias em placas de 12 pocos. A diferenciagao foi realizada
utilizando 2 protocolos distintos, em que foi possivel observar a morfologia das células
neurénio-like, e validar parcialmente o uso dessas células diferenciadas.

Conclusao: Foi possivel estabelecer e padronizar o cultivo de DPSCs humanas em
nosso laboratério e diferencia-las em células neurdnio-like, consolidando-as como
modelo experimental para pesquisas em neurotoxicidade e neuroprotecao.

Palavras-chave: Células-tronco da polpa dentéria, Neuropatia, Cultura primaria.



ABSTRACT

Introduction: Dental pulp stem cells (DPSCs) can be an accessible, minimally invasive,
and promising source for neurotoxicity and neuroprotection studies, especially in
chemotherapy-induced peripheral neuropathy (CIPN). They represent a viable
alternative to primary in vitro rodent cultures and immortalized cell lines, as they are
primary human cells with neuronal differentiation potential. This work aimed to establish
the cultivation of DPSCs in the Pharmacological Assays Laboratory for application in
CIPN studies and the development of neuroprotective drugs.

Methodology: DPSCs were obtained from third molars extracted for clinical reasons.
The pulp was removed, enzymatically processed with collagenase, and mechanically
processed with conditioned Pasteur pipettes. The cells were cultured in DMEM
supplemented with 20% fetal bovine serum, in a 5% CO, atmosphere at 37 °C, with the
culture established after cell adhesion and expansion. Differentiation was performed
following two different protocols. The first performed differentiation through pre-induction
using 1mM (-mercaptoethanol (BME) for 24h, and after this period, the BME was
removed, and nerve growth factor (NGF) was added at a concentration of 100ng/mL for
3 days. The second protocol was performed using serum-free DMEM medium to induce
cell differentiation for 4 days.

Results: For culture establishment, the enzymatic protocol was performed with type 1
collagenase and mechanical processing to perform plating and subsequent expansion
by trypsinization and subculture cycles. DPSCs presented an initial circular morphology
and a subsequent fibroblast appearance, reaching 80% confluence in about 14 days in
12-well plates. Differentiation was performed using 2 distinct protocols, in which it was
possible to observe the morphology of neuron-like cells and partially validate the use of
these differentiated cells.

Conclusion: It was possible to establish and standardize the cultivation of human
DPSCs in our laboratory and differentiate them into neuron-like cells, consolidating them
as an experimental model for research in neurotoxicity and neuroprotection.
Keywords: Dental pulp stem cells, Neuropathy, Primary culture.
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INTRODUCAO

A neurotoxicidade induzida por quimioterapicos é um evento adverso comum
gue ocorre durante o tratamento do cancer (1). Diferentes classes de quimioterapicos
sdo neurotdxicas, como por exemplo, os farmacos modificadores da dinamica dos
microtubulos, tais como os taxanos (ex.: paclitaxel e docetaxel), os alcaloides da vinca
(ex.: vincristina), os farmacos inibidores do proteassoma (ex.: bortezomibe), inibidores
da angiogénese (ex.: talidomida) e agentes intercalantes de DNA, como os derivados
da platina (ex.: cisplatina e oxaliplatina)(2,3).

A neurotoxicidade gerada em decorréncia do tratamento com esses
medicamentos manifesta-se de acordo com a localidade que sera afetada do sistema
nervoso. Quando esses efeitos estdo associados ao sistema nervoso central (SNC),
a sintomatologia apresentada esta relacionada a disfuncdo cognitiva, que afeta a
memoaria, atencdo, concentracdo e a velocidade do raciocionio do paciente, que &
conhecida como “chemobrain” ou “chemofog” (4). Entretanto, quando o sistema
nervoso periférico (SNP) é afetado, damos a essa o0 nome de neuropatia periférica
induzida por quimioterapicos (NPIQ). Esta constitui uma complicagcdo clinica
relevante, pois pode limitar a continuidade do tratamento antitumoral em decorréncia
da sua sintomatologia, que inclui eventos adversos como parestesia, dor neuropatica,
perda de propriocepgédo e sensibilidade ao calor e ao frio (5,6). Esse efeito adverso
apresenta um fator de comprometimento devido a sua severidade, uma vez que essa
neurotoxicidade é dose-dependente, ou seja, a sua gravidade pode ser exacerbada
de acordo com a progressao do tratamento antitumoral (7,8)

Até o momento, ndo existem terapias capazes prevenir ou curar essa condi¢ao,
entretanto, a Associagdo Americana de Oncologia Clinica (do inglés, American
Society of Clinical Oncology - ASCO) recomenda apenas 0 uso de duloxetina, um
farmaco antidepressivo, inibidor seletivo de recaptacdo de serotonina e noradrenalina
nos casos em que a dor neuropatica ja esta estabelecida (9).

Em recente revisédo de literatura, Mezzanotte et al 2022 (10), apresentam 0s
atuais tratamentos farmacologicos e ndo farmacol6gicos que podem auxiliar no
manejo desses efeitos adversos, ainda que nao haja cura, podem contribuir para o
controle dos efeitos. Além do tratamento farmacol6gico anteriomente supracitado, a
revisao cita ferramentas terapéuticas que podem ajudar a melhorar a qualidade de

vida do paciente com NPIQ, como a pratica de exercicios fisicos, uma dieta e estilo
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de vida mais saudaveis, acupuntura, crioterapia, fisioterapia e eletroestimulacéo
especifica. No entanto, ha a necessidade de evidéncias cientificas mais robustas, com
pesquisas de fase 3 e 4, com estudos randomizados e coortes maiores para
correlacionar esses tratamentos a melhora dos sintomas dos efeitos adversos da
NPIQ.

A fisiopatologia da NPIQ permanece parcialmente elucidada, pois ja ha descrito
na literatura alguns dos seus mecanismos, como degeneracdo axonal, disfuncdo em
canais ibnicos (através da modulacdo negativa dos quimiotergpicos na atividade de
sédio e potassio), disfuncdo no receptor de potencial transitorio (do inglés, transitor
receptor potencial - TRP), alteragbes nos microtibulos e comprometimento
mitocondrial em neurdnios aferentes primarios (esses sao induzidos por agentes a
base de platina intensificando a produgéo de espécies reativas de oxigénio - EROs,
gue resulta em lesdes de enzimas, proteinas e lipidios neuronais, além de perturbar a
homeostase do calcio) (11). Esse conjunto de eventos culmina em diferentes
alteracOes, tais como a sensibilizacdo de nociceptores que, em associacdo com o
acumulo de espécies reativas de oxigénio, pode gerar além da neuroinflamacéo,
danos a barreira hematoencefélica, além dos mecanismos associados a degeneracéo
axonal dos nervos periféricos (12,13).

Nesse contexto, modelos de estudo de neurotoxidade in vitro tém se mostrado
fundamentais tanto para a compreensao dos processos de neurotoxicidade induzidos
por quimiotergpicos, quanto para a investigacdo de potenciais agentes
neuroprotetores. Nessa perspectiva, nosso grupo ja desenvolveu estudos de
neuroprote¢do frente a toxicidade da cisplatina utilizando o extrato aquoso das folhas
de Eugenia dysenterica (dados nédo publicados) e a ativacao da isoforma y do receptor
ativado por proliferadores peroxissomais (PPAR-y), conforme descrito por Oliveira et
al. 2022(14).

MODELOQOS in vitro DE NEUROTOXICIDADE

A criacdo de modelos para estudo da NPIQ tem se mostrado emergente,
considerando a estimativa de 704 mil novos casos de cancer no Brasil entre 2023 e
2025 (15), o que aumenta a prevaléncia dessa complicagcdo associada ao tratamento
farmacoldgico e compromete a qualidade de vida dos pacientes. Dentre os trabalhos
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gue investiguem NPIQ, ha utilizacdo de culturas primarias de células do ganglio da
raiz dorsal (GRD) de ratos e camundongos (14,16). Contudo, a utilizacdo desse
modelo apresenta limitacdes significativas, incluindo o elevado custo de manutencéo,
necessidade de infraestrutura especifica (como biotérios, estantes ventiladas,
substratos e insumos adequados), demanda por profissionais especializados
(técnicos e veterinarios) e a exigéncia de procedimentos de eutanasia animal, o que
aumenta a complexidade técnica. Além disso, a Universidade de Brasilia (UnB) néo
dispde de um biotério de producdo de animais, sendo dessa forma, incapaz de suprir
a comunidade académica com 0s animais necessarios, restringindo ainda mais a
viabilidade do uso rotineiro dessas culturas. Aléem desse modelo de cultura de células
primarias, ha a possibilidade de realizar cultivo de células imortalizadas, uma vez que
modelos com essas linhagens ja sdo amplamente difundidos em fun¢éo da facilidade
no estabelecimento e na diferenciacao celular (17,18). Entretanto, vale ressaltar que
essas ceélulas possuem modificagcdes genéticas importantes, o que pode limitar a
interpretacdo dos dados apresentando uma menor representatividade fisioldgica.
Assim, a busca por modelos experimentais que possam ser utilizados para o
estudo da neurotoxicidade induzida por quimioterapicos continua sendo essencial.
Nesse contexto, o uso da polpa dentaria, um tecido frequentemente extraido e
descartado, pode ser empregado para o desenvolvimento de modelos experimentais,

representando um recurso valioso para a ciéncia e para a sociedade.

POLPA DENTARIA

O dente é classificado como um 6rgéo que pode ser anatomicamente dividido
em duas regides quanto a sua estrutura macroscopica, a regido superior externa
conhecida como coroa, e a por¢ao inferior, também conhecida como raiz (Figura 1). A
camada mais externa da coroa dentaria € o esmalte, tecido mais duro do corpo
humano, formado por um processo chamado de amelogénese, em que ha deposicdo
da matriz do esmalte em decorréncia da acdo dos ameloblastos, células epiteliais
diferenciadas (19), conforme pode ser apreciado em detalhes na Figura 1. A
composicdo do esmalte maduro, isto é, quando ha finalizacdo da deposicdo da
referida matriz, & de 95% de material mineral, em sua maior parte, hidroxiapatita, 1-

2% de material organico e 2-4% de agua (20). O esmalte apresenta em sua estrutura
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translucidez como caracteristica, deixando a mostra a cor amarelada da dentina
subjacente. Apesar de ser o tecido mais duro do corpo humano, o esmalte é
extremamente fridvel, sendo esse aspecto compensado pelas caracteristicas
estruturais da dentina.

A dentina possui sua origem tecidual do ectomesénquima, é o tecido
mineralizado mais volumoso do dente, que apresenta densidade mineral maior em
comparacao com o tecido 6sseo e possui intima relacdo com o esmalte dentario, em
gue confere sustentacdo e resiliéncia necessaria para diminuir os riscos de fratura
dessa estrutura. Seu conteldo mineral € constituido por 70% de cristais de
hidroxiapatita, 20% de matriz organica e 10% de agua. Essa estrutura € avascular e
ndo apresenta ceélulas em sua composicdo, apenas prolongamentos dos
odontoblastos, células responsaveis pela formac¢do e manutencédo da dentina, que se
localizam na periferia da polpa dentéria (21).

A polpa dentaria € a estrutura mais interna do 6rgdo dentario (Figura 1) que,
em conjunto com a dentina, formam o complexo dentino-pulpar. Ela é constituida por
um tecido conjuntivo frouxo e apresenta em sua matriz extracelular um componente
fibroso, em sua maior parte formado por colageno tipo | e tipo Ill. Apresenta diversos
tipos célulares, tais como fibroblastos, odontoblastos, células especializadas do
complexo dentino-pulpar e células de defesas do sistema imunol6gico, como
macréfagos e linfocitos, além de terminacdes nervosas e pequenos vasos
sanguineos, os quais acessam o dente atraves do forame apical e sdo importantes na
manutencdo de sua estrutura (22,23). Outras células importantes presentes nesse
tecido, sdo as células-tronco da polpa dentaria (do inglés, dental pulp stem cells —

DPSCs), células indiferenciadas multipotentes, como apresentado na préxima sessao.
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Figura 1: Esquema representativo da estrutura dentaria. Estrutura dentéria dividida em coroa e raiz.
Células odontoblasticas depositam a matriz dentindria em direcdo a polpa dentaria. A polpa dentéria
possui diversas populacdes celulares, tais como fibroblastos, células de defesa do sistema imunolégico,
e as células-tronco da polpa dentaria, que podem ser diferenciadas em diversos outros tipos celulares,
como apresentado no destaque. Fonte: autoria propria.

CELULA-TRONCO DA POLPA DENTARIA

Células-tronco podem ser obtidas a partir de diferentes tecidos humanos, como
tecido adiposo, corddao umbilical e medula 6ssea, por exemplo. Apos a descoberta das
células-tronco na medula 6ssea, diversos estudos foram direcionados para a
identificacdo de células semelhantes em outros tecidos mesenquimais, como por
exemplo, na gengiva, ligamento periodontal e na polpa dentaria (24). Diferentemente
da medula 6ssea e do tecido adiposo, que requerem procedimentos invasivos para
sua coleta, que € um fator limitante para sua ampla utilizacédo, os dentes constituem
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uma fonte factivel de células-tronco, pois essas estao localizadas na polpa dentéria,
sao frequentemente retiradas em razao da extracéo dentaria por razdes clinicas e sdo
comumente descartadas.

Essas células podem ser obtidas por meio de procedimentos rotineiros que
possuem menor impacto frente a outros processos de obtencéo de células-tronco (25).
Elas apresentam elevada capacidade de diferenciagdo multipotente, em células de
diferentes linhagens, podendo ser aplicadas em diversos campos da ciéncia, como na
medicina regenerativa (26). Sendo utilizadas também em culturas neuronais. A
capacidade de diferenciacdo nessa linhagem se d& através de sua origem
embrioldgica Unica, derivada do ectomesénquima da crista neural, 0 mesmo tecido
origindrio de varias partes do sistema nervoso, as conferindo propriedades
mesenquimais e neurais (27). Essas Ultimas, sdo Uteis para investigar diversas
condicdbes de neurotoxicidade, como a neuropatia periférica induzida por

guimioterapicos (NPIQ), foco desse trabalho.

DPSC COMO MODELO PARA ESTUDO DE NEUROTOXICIDADE E
NEUROPROTECAO

As células-tronco da polpa dentaria, denominadas dental pulp stem cells
(DPSCs), foram inicialmente isoladas por Gronthos e colaboradores (2000) nos
Estados Unidos. Essas células apresentam cultivo jA bem estabelecido, sdo de facil
acesso em relacdo a outros métodos de obtencdo de células-tronco primarias e
destacam-se por sua alta taxa proliferativa, autorrenovacéao e capacidade multipotente
de diferenciacdo em diversas linhagens celulares, caracteristicas que sustentam seu
uso em diversas aplicacdes da medicina moderna (29). Tais propriedades tornam as
DPSCs uma ferramenta relevante para a investigacéo da fisiopatologia de diferentes
doencas, além de estudos em biologia molecular, fisiologia e farmacologia. Com o
avancgo das pesquisas nessa area, tornou- se possivel, por exemplo, avaliar farmacos
e compostos com potencial efeito neuroprotetor (30).

Essas células sdo amplamente reconhecidas por seus beneficios,
especialmente pela capacidade de diferenciacdo em multiplas linhagens diferentes,
podendo diferenciar-se em osteoblastos, cementoblastos, fibroblastos, adipdcitos e
condrécitos, por exemplo (31). Além disso, essas células apresentam capacidade de
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diferenciacdo em células neurdnio-like, em que ha surgimento de caracteristicas
fenotipicas de neurdnios, como o desenvolvimento de neuritos e excitabilidade
elétrica, quando expostas a diversas moléculas, tais como acido retindico, fator de
crescimento do nervo (NGF) e também pela privagéo de soro (32,33)

Assim, o estabelecimento de modelos de culturas priméarias de DPSCs para o
estudo da NPIQ mostra-se fundamental, considerando o aumento da incidéncia de
cancer e, consequentemente, do uso de antitumorais associados a esse evento
adverso. Além disso, as DPSCs representam uma alternativa mais acessivel e
sustentavel para investigacbes futuras de compostos com potencial neuroprotetor,
visto que ndo necessitam de grandes estruturas fisicas,de equipamentos apropriados,
da realizacdo de eutanasia de animais, a sua obten¢édo nao gera risco significativo de
vida para o paciente, sédo culturas mais baratas, de origem humana, e por fim, ndo
apresentam origem tumoral, como em linhagens imortalizadas.



22

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estabelecer modelo de cultura primaria de células-tronco da polpa dentaria
(DPSCs) para estudos de neurotoxicidade induzida por quimioterapicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Definir e avaliar protocolo para extracdo de DPSCs;
. Definir e avaliar protocolo para cultura de DPSCs;
. Definir e avaliar protocolo para diferenciagdo em células neurdnio-like de

DPSCs.
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METODOLOGIA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia, através
do CAEE: 86509824.6.0000.0030 (ANEXO 1). O Termo de Compromisso Livre e
Esclarecido (TCLE) encontra-se no Anexo 2.

MATERIAIS

Os reagentes penicilina, estreptomicina, anfotericina B, fator de crescimento do
nervo (do inglés, NGF), L-glutamina, colagenase tipo 1, glicose, solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS), tripsina - (Acido etilenodiamino tetra-acético — EDTA),
B-mercaptoetanol (BME) foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (Oakville,
Canada). O meio de cultura (MC) Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM), meio F12
e o soro fetal bovino (SFB) foram obtidos da empresa Gibco®, Life Technologies
(Carlsbad, EUA). Os materiais cirurgicos utilizados foram bisturi, férceps 16, cureta
periodontal gracey 11/12 e pinca clinica Quinelato® (Rio Claro, Brasil). As placas de

6, 12 e 24 pocos utilizadas foram adquiridas da Kasvi® (Sao José dos Pinhais, Brasil).

OBTENCAO DO TECIDO PULPAR — EXTRACAO E CULTURA

Os tecidos pulpares foram coletados de terceiros molares provenientes de 22
pacientes jovens, com idade entre 18 e 35 anos, cujas extracdes foram realizadas por
indicacdo clinica. A cessao dos dentes foi autorizada mediante assinatura do Termo
de TCLE. Apenas dentes higidos foram utilizados nesta pesquisa, isto €, sem
comprometimento por carie ou doenca periodontal. Os dentes foram transportados em
meio de transporte utilizando DMEM suplementado com 20% de SFB, 100U/mL de
penicilina, 100pg/mL de estreptomicina e 1% de anfotericina B, sendo mantidos em

banho de gelo até o momento da remogé&o do tecido pulpar e cultivo.
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ENSAIO DE DIFERENCIACAO DAS DPSCs EM CELULAS NEURONIO-LIKE

Para o estabelecimento do protocolo de diferenciacao, foram selecionados dois
estudos da literatura como referéncia. No primeiro, Darabi et al, 2019 (33) realizaram
a diferenciacdo de DPSCs em células neuronais utilizando um protocolo em duas
etapas: pré-inducdo com BME (1mM) por 48 horas; e inducao propriamente dita com
NGF, empregando uma curva dose-resposta (1, 25, 50 e 100ng/mL). No segundo
estudo, Ariffin et al 2013 (32) induziram a diferenciacdo de DPSCs através da privacao
do SFB, em que foram plaqueadas 1,0 x 10° células em placas de 24 pogos. Apds 24
horas de incubacéo, as células foram lavadas com PBS 1X e cultivadas em meio a-
MEM sem soro por cinco dias.

Com base nesses protocolos, realizamos adaptacbes para adequa-los as
condigdes do presente estudo. Inicialmente, foram contadas 1,2 x 10° células a serem
plagueadas em 8 pocos de placas de 24 pocos, sendo assim distribuido 1,5 x 10*
células em cada pogo.

Baseado no primeiro protocolo, a inducéo foi iniciada apds 48 horas, com a
adicao de BME (1mM) no MC. Apés 24 horas, o meio de pré-inducéo foi removido, o
poco lavado com PBS 1X, ao MC foi acrescido NGF na concentragéo de 100ng/mL e
adicionado as células. O periodo total de diferenciacéo foi de 3 dias, com troca do
meio contendo NGF apés 2 dias.

No protocolo adaptado de Ariffin et al. 2013 (30), o meio DMEM presente na
placa previamente preparada foi descartado, as células foram lavadas com PBS 1X e
a elas o meio DMEM sem soro foi adicionado. A diferenciacdo foi conduzida por 4
dias, com trocas de meio a cada 2 dias.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

ESTABELECIMENTO DE CULTURA DE QELULAS-TRONCO DA POLPA
DENTARIA — PROTOCOLO DE EXTRACAO E CULTURA

Estabelecer uma nova linhagem de cultura celular em um laboratério mostra-
se uma tarefa desafiadora, uma vez que demanda a aquisicdo de novos materiais
especificos, a adaptacdo e desenvolvimento de novos fluxos de trabalho, além da
elaboracdo de um protocolo adequado a realidade experimental. Para tanto, torna-se
essencial integrar a experiéncia pratica adquirida no cotidiano laboratorial com as
evidéncias disponiveis na literatura cientifica. Assim, constitui esse processo
desenvolver o conjunto de procedimentos empregados para se definir o sucesso de
um cultivo celular e padronizar o processo de trabalho, a periodicidade de troca de
meio, 0s materiais, solucbes e reagentes necessarias para a manutencdo e a
expansdo dessa linhagem. Todas essas etapas sao indispensaveis para o
estabelecimento e a realizacdo de experimentos com uma nova linhagem celular,
especialmente quando este cultivo é oriundo de tecidos retirados de animais vivos,
isto €, cultivo de células primarias, pois além de necessitar de procedimentos
adicionais, demandam medidas mais cautelosas e atencéo redobrada em diversas
etapas de seu estabelecimento, jA que as células ndo foram manipuladas
anteriormente em laboratorio.

Para proceder a extracdo da polpa dentaria, os dentes obtidos foram
acondicionados no meio de transporte e mantidos a 4°C até o momento do
procedimento em laboratério (Figura 2A). Inicialmente, o meio de transporte foi
descartado e o dente lavado por 3 vezes com PBS 1X. Apés a lavagem, fraturou- se a
coroa e a raiz do dente utilizando um extrator forceps n° 16, que foi posicionado em
sulco transversal abaixo da juncdo amelocementaria, como mostrado pela linha
tracejada em amarelo (Figura 2B). Apés fraturado, foi possivel ter acesso as porcdes
coronéria e radicular da polpa dentéria, que foi cuidadosamente removida com auxilio
de pincas, sondas e curetas periodontais compativeis com o tamanho da camara
pulpar (Figura 2C-F).
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Figura 2: Extracdo dos tecidos pulpares. A) Dente em tubo cénico, imerso em meio de transporte.
B) Posicéo do forceps na jungdo amelocementdria (linha pontilhada) para a sec¢éo do dente. C) Camara
pulpar apés a seccdo do dente e exposi¢do da polpa coronéria (seta). D) Forame radicular apés a
retirada do tecido pulpar (seta) e polpa removida com auxilio de pinca (circulo). E) Tecido pulpar imerso
em solucado de colagenase tipo 1 (circulo) (F) As células foram plaqueadas e levadas pra incubadora.
Fotos de autoria prépria.

Para a extracao das células DPSC a partir da polpa, avaliamos dois protocolos
diferentes: explant e extracdo enzimatica.

A obtencéo de células através da técnica do explant é bastante conhecida e
aplicada na literatura em trabalhos de cultivo celular primario de diversos tecidos,
segundo revisado por Hendijani et al, 2017 (34). A técnica baseia-se na fragmentacédo
do tecido de interesse, seguida de sua adesdo em placas de cultivo, permitindo que
as células presentes migrem a partir do fragmento tecidual para a superficie da placa,
conforme mostrado por Huang et al, 2006 (35). Em um primeiro momento, realizamos
alguns experimentos utilizando protocolos de laboratérios colaboradores, que focavam
principalmente na técnica de explant, mas com algumas adapta¢cdes, como por
exemplo, realizavam a adesao do tecido na placa através da formacao de ranhuras,
em contraste com a técnica da adesédo por uso de laminulas. Ao realizarmos esta
técnica, ndo obtivemos sucesso, pois os tecidos frequentemente perdiam a aderéncia

aplaca, e as células demoraram para migrar nos pogos, possivelmente por utilizar um
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tamanho de tecido maior e pelo pouco tempo de adesao a placa. Acreditamos que a
sensibilidade da técnica e a inexperiéncia do operador, por ser uma técnica de cultivo
utilizado pela primeira vez, possa ter contribuido para o insucesso inicial. Assim,
optamos por utilizar o método de processamento enzimatico por colagenase tipo 1 e
posterior processamento mecanico, como descrito a seguir.

Para extracdo enzimatica, adaptamos o protocolo de Vishiwanath et al, 2013
(36), que empregaram colagenase tipo | para a obtencdo das células dos tecidos
pulpares. No entanto, introduzimos modificacdes baseado em experiéncias prévias do
nosso grupo de pesquisa com culturas primérias, a fim de preservar a viabilidade
celular. Para tanto, apos retirada a polpa, a seccionamos com lamina de bisturi em
diversos fragmentos e e esses foram colocados em tubo cénico contendo colagenase
tipo 1 na concentragao de 0,125% diluida em meio F12 e, em seguida, acondicionado
em incubadora a 37°C por 60 minutos.

Apdbs o processamento enzimatico, foi realizada homogeneizacdo em agitador
do tipo vortex por 30 segundos e centrifugacdo a 3000 rotagdes por minutos (rpm) por
3 minutos. Este procedimento induz a formacdo de um pellet de tecido, que foi
reservado ap0s o descarte do sobrenadante e, em seguida, as células foram
ressuspendidas em 1mL de MC para a realizacdo do processamento mecanico. Para
esse, foram utilizadas pipetas pasteur de vidro previamente condicionadas (diminuiu-
se o didmetro da sua menor extremidade e removeu-se as bordas cortantes através
do aquecimento da ponta da pipeta em uma fonte de calor), realizando o
processamento do tecido por 10 vezes em cada um dos diametros (foram utilizados 2
diametros diferentes).

Apo6s a dissociacao do tecido, as células foram plagueadas em placas de 12 ou
24 pocos, a depender do tamanho inicial das polpas obtidas e foi adicionado mais 1mL
de MC, totalizando 2 mL em cada poco.

Com o estabelecimento da cultura, a manutencéo celular foi realizada com
DMEM com 10% de SFB até a expansao celular. Para expansao da cultura celular, o
DMEM foi descartado e as células lavadas com 1 mL de PBS 1X. Posteriormente, foi
adicionado 0,25mL de tripsina-EDTA 0,5% por 2 minutos para que as ceélulas fossem
desaderidas e, apds esse processo, foram coletadas e centrifugadas a 3000 rpm por 2
minutos para obtencao de um pellet de células. O sobrenadante foi descartado e em
seguida, as células foram ressuspendidas em quantidade adequada de MC e,
posteriormente, alocadas em garrafas maiores para induzir expansao celular até a

sexta passagem.
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CELULAS-TRONCO DA POLPA DENTARIA HUMANA

Obtivemos sucesso no estabelecimento da cultura com o protocolo enziméatico
em nosso laboratério e, portanto, o adotamos para 0s ensaios subsequentes,
conforme apresentado na Figura 3. Ap6s o plagueamento celular descrito
anteriormente, iniciamos a sua expansao com troca do MC a cada 2 ou 3 dias. Sempre
antecedente a troca do meio, as células foram visualizadas e analisadas em
microscépio de fase invertida, quantitativamente em relacdo a sua confluéncia e

gualitativamente em relacdo a sua morfologia. Apos 3 dias de plaqueamento, foi

possivel observar o aspecto geral da cultura com as células ja aderidas.

Figura 3: Microscopia de luz invertida das culturas primarias de DPSCs. A) Morfologia geral das
DPSCs ap6s 3 dias de cultivo celular apresentando células circulares com nucleo bem delimitado,
conforme indicado no circulo amarelo (aumento de 100x). B) Morfologia geral da cultura primaria de
DPSCs apo6s 7 dias de cultivo, apresentam crescimento e desenvolvimento de células DPSCs com
morfologia fibroblasto-like (circulo amarelo). (C) Morfologia geral da cultura priméaria de DPSCs ap6s 14
dias de cultivo com a placa com 95% de confluéncia. (D) Morfologia aproximada das células (aumento
100x) demonstra o crescimento das células DPSCs (circulo amarelo). Fotos de autoria propria.
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Na Figura 3A, podemos observar a morfologia circular, com o nucleo e
citoplasma bem demarcados, sendo que esse primeiro ocupa quase a totalidade da
célula. Nesse periodo, por toda a placa, ainda era possivel observar alguns debris do
tecido pulpar, que foram posteriormente removidos em decorréncia das trocas de meio
de cultura. Apds 7 dias de cultivo, foi possivel identificar a morfologia das DPSCs tipica
de fibroblasto-like com os prolongamentos fibroblasticos ao redor do tecido pulpar
(Figura 3B), conforme descrito por Gronthos et al. (28), em 2000. Apo6s 14 dias de
cultivo, as células alcangcaram uma confluéncia de 80%, sendo necessaria realizar sua
expansao e passagem celular (Figura 3C). J4 na Figura 3D, com aumento de 100x,
observamos uma visualizacdo mais detalhada das células, evidenciando sua
morfologia semelhante a de fibroblastos, além de permitir a observacdo de seus
nucleos. As DPSCs séo descritas na literatura como células de alta proliferacao e
crescimento rapido, entretanto esse aspecto sé se faz presente quando as células sao
adicionadas em pocos com diametro de até 15,6mm (placa de 24 pocos) ou 22,2mm
(placas de 12 pocos), limitando seu espaco para que haja um volume maior de
interacdo célula-célula, culminando em sua expansao com as células mais agregadas.
Observamos que o contrario também ocorria, pois quando havia pouca interacao entre
as células devido ao espaco entre elas, apresentava demora na expansao celular.
Neste momento, é descrito que as células entram em estado de senescéncia, com
reducdo da atividade proliferativa, gerando demora na expanséo, diferenciagéo
prejudicada, extresse oxidativo, desfuncdo mitocondrial e regulacdo epigenética,
segundo revisado por Zhang et al, 2025 (37).

Também observamos que nas primeiras trocas de MC, havia perda celular em
decorréncia da auséncia de adesdo de células na placa, porém, o uso de laminina na
concentracdo de 1mg/mL, por uma hora antes de iniciar o plaqueamento dos tecidos
como fator de adesdo nas placas de cultura ndo gerou beneficio quanto a esse
aspecto. A laminina é uma proteina que apresenta diversas fungBes, como
proliferac@o, migracdo e na adeséo celular utilizado em diversas culturas célulares,
como a exemplo dos GRD (38,39). Apesar de seu uso estabelecido em cultura
primaria de células de GRD, em nossa experiéncia com DPSC ndo obtivemos o
mesmo resultado.

Dos 22 dentes utilizados, foi possivel obter sucesso no estabelecimento do

cultivo em 5 tecidos pulpares.

ESTABELECIMENTO DE CULTURA DE CELULAS-TRONCO DA POLPA
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DENTARIA — PROTOCOLO DE DIFERENCIACAO

Para este estudo, selecionamos dois protocolos publicados, conforme descrito
anteriormente na metodologia. A escolha baseou-se no objetivo central da pesquisa,
a diferenciagcdo de DPSCs em neurfnios visando sua aplicagdo em estudos de
neurotoxicidade associada a quimioterapicos, considerando a disponibilidade de
reagentes e a viabilidade de utilizacdo de protocolos menos dispendiosos descritos
na literatura.

No primeiro protocolo, Darabi et al. 2019 (33) realizaram a diferenciagao das
DPSCs em células neuronais colinérgicas em duas etapas, pre-indugdo e inducdo. A
primeira consistiu no tratamento das células com 1mM de (3-mercaptoetanol (BME)
por 48 horas, seguido da etapa de inducdo com NGF, empregando uma curva
concentracéo-efeito (1, 25, 50 e 100ng/mL). A validacdo da diferenciagao foi realizada
pela técnica de imunocitoquimica, com avaliacdo da expressdo de marcadores
neuronais, como nestina, neurofilamento 160 (NF160), microtubulos associados a
proteina 2 (MAP2) e colina acetiltransferase. O segundo protocolo foi feito por Ariffin
et al. (40), que induziram a diferenciagdo de DPSCs de camundongos por meio da
privacdo de soro fetal bovino (SFB). Aproximadamente 1,0 x 10° células foram
plagueadas em placas de 24 pocos contendo meio completo e mantidas por 24 horas
para garantir a adesao celular. Em seguida, o meio foi retirado, as células foram
lavadas com PBS 1X e cultivadas em a-MEM sem soro por 5 dias, com trocas de meio
a cada 2—-3 dias. O controle do experimento consistiu em células mantidas em a-MEM
completo suplementado com 15% de SFB. A validacao incluiu o ensaio de reacdo em
cadeira da polimerase (PCR), que demonstrou amplificacdo dos clusters de
diferenciagdo CD146 e CD166, marcadores de adesdo presentes antes da
diferenciacdo, bem como avaliacdo da expressdo da proteina MAP2 e andlise
morfologica, que revelou caracteristicas neurénio-like em cerca de 70% das culturas.
Apo6s cinco dias de inducdo, observou-se aumento na expressdo de nestina e
amplificacéo de tubulina (33.

Com base nesses protocolos, realizamos adaptacbes para adequa-los as
condicdes do presente estudo. Inicialmente, foram utilizadas apenas células na quarta
passagem, que foram posteriormente desaderidas com tripsina-EDTA 0,5% e ap0s
contagem, 1,5 x 10* células foram distribuidas em placas de 8 pocos e permaneceram
sem troca de meio por 48 horas, sendo 2 controles, e para cada intervencao (privacéo
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de soro e BME-NGF), foram utilizados 3 pogos.

O primeiro protocolo de diferenciacao avaliado foi conduzido em 2 etapas: pré-
inducdo com BME (1mM) por 24 horas, seguida pela inducdo com NGF (100ng/mL)
por dois dias, até a obtencéo do fenotipo neurénio-like.

A evolucdo morfolégica das células p6de ser acompanhada ao longo da linha
do tempo (Figura 4). No primeiro dia (D1), as células permaneceram em adesao por
48h antes do inicio dos experimentos, apos verificacdo do formato fibroblasto-/ike
dessas células, foi designado o controle. No segundo dia (D2), durante a etapa de
pré-inducdo com BME, as células mantiveram morfologia fibroblasto-like. No terceiro
dia (D3), observou-se, em aumento de 100x, a alteragdo morfologica inicial de
algumas células, com formacéo de neuritos, indicando inicio da diferenciacdo, como
pode ser observado em destaque na Figura 4. Ao final do periodo de inducéo (D4),
embora a diferenciacéo tenha ocorrido em um naimero ainda reduzido de células, a
andlise da imagem aproximada permitiu identificar morfologia compativel com
neurénios, validando parcialmente o protocolo.

O estudo de Darabi et al. 2019 (33) apresenta um periodo total de sete dias de
inducéo, e, segundo os autores, resultando em taxa de diferenciagéo superior a 70%.
Contudo, devido a limitacdo temporal do presente trabalho, ndo foi possivel
desenvolver o protocolo completo. Além disso, 0s ensaios de imunocitoquimica e
PCR, essenciais para confirmar a expressdo dos marcadores de diferenciacdo nao
puderam ser realizados, constituindo perspectivas para anélises complementares em
estudos futuros em nosso laboratério.

No segundo protocolo avaliado, adaptado de Ariffin et al. 2013 (40), utilizamos
DMEM sem SFB. Apds 48 horas de adeséo (D1), estabelecemos o controle e, entéo,
substituimos o meio completo por DMEM sem soro apos lavagem com PBS 1X. No
primeiro dia de privagdo de soro, predominaram células com morfologia fibroblasto-
like, sem indicios iniciais de diferenciacédo, observado em microscopio de luz invertida.
No D3, em aumento de 100x, foi possivel identificar células apresentando morfologia
neurdnio-like, com projecdes semelhantes a neuritos. Nesse periodo, notamos
também a presenca de células em suspensdao, resultado esperado em protocolos de
diferenciacéo por privacéo de soro, uma vez que essa condi¢cao pode induzir estresse
celular e alguns autores defendem que, por esse motivo, apresentam uma pseudo
morfologia neuronal (41). No ultimo dia (D4), observou-se um pequeno numero de
células com caracteristicas neuronais, indicando diferenciacdo parcial, conforme

observado na Figura 4.
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Ainda que ambos os protocolos considerados apresentem valida¢des robustas
na literatura, ndo foi possivel, no presente estudo, realizar 0os ensaios de
imunocitoquimica e PCR necessarios para confirmar a expressdo dos marcadores
neuronais de forma concludente. Esses testes serdo implementados em etapas
futuras no laboratério, antes do inicio dos experimentos voltados a investigacdo da

neurotoxicidade induzida por quimioterapicos.
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D:I. D2

Ctrl - SS

Ctrl - BME-NGF BME - 1mM NGF - 100ng/mL NGF - 100ng/mL
n=3

Figura 4: Linha do tempo de microscopia de luz invertida das DPSCs diferenciadas em células neurdnio-like. D1) Controle (Ctrl) sem soro (SS), apresenta morfologia geral
das DPSCs 48h apos plagueamento, apresentando células com formato fibroblasto-like. (aumento de 50x) Ctrl — BME-NGF, apresenta morfologia geral das DPSCs 48h apés
plaqueamento, apresentando células com formato fibroblasto-like. (aumento de 50x); D2) Primeiro dia de inducéo das células SS - apresentam ainda formato fibroblasto-like, sem
alteracdo das células em primeiro dia de inducéo (aumento de 50x). Pré inducéo das células com BME - apresentam ainda formato fibroblasto-like, sem alteracdo das células em
primeiro dia de tratamento (aumento de 50x); D3) Segundo dia de indugdo das células SS, apresentam alteragdo morfoldgica inicial de algumas células, com formacao de neuritos,
indicando inicio da diferenciagdo (aumento 100x). Primeiro dia de indugdo com NGF, apresenta células com morfologia neurdnio-like, com projecdes semelhantes a neuritos
(aumento 100x); D4) Células SS com caracteristicas neuronais, indicando diferenciagdo, com apresentagdo de neuritos conforme mostrado no circulo vermelho e evienciado na
imagem em destaque (aumento 100x). Células induzidas por NGF apresentaram ao ultimo dia morfologia compativel com neurdnios, conforme mostrado no circulo vermelho e
evidenciado na imagem em destaque (aumento de 50x). Fotos de autoria propria.
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ALTERNATIVAS DE MODELOS PARA ESTUDO DE DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

Os estudos in vitro sdo amplamente empregados na comunidade cientifica por
possibilitarem a investigacdo de processos biologicos em condicbes controladas, os quais
podem posteriormente ser observados em pesquisas in vivo, incluindo modelos animais, e,
futuramente, aplicados em seres humanos em estudos clinicos. Nos Ultimos anos, visando
minimizar os impactos éticos e préticos relacionados ao uso de animais, tém sido enfatizados o
principio dos 3Rs (Replacement, Refinement & Reduction), recomendados pelo National Centre
for the Replacement, Refinement & Reduction of Animals in Research (42). Esse principio,
traduzido como substituicdo, refinamento e reducdo, orientam a comunidade cientifica a
priorizar estratégias experimentais alternativas, como os ensaios in vitro, a fim de reduzir a

necessidade de modelos animais em experimentacao in vivo.

Guiados pelo principio dos 3Rs, estabelecemos o0 uso das DPSCs como modelo para
estudos de neurotoxicidade e neuroprotecdo. Essa linhagem celular tem sido amplamente
empregada na investigacdo de modelos patoldgicos associados a doencas
neurodegenerativas. Exemplos recentes incluem o estudo de Younes e colaboradores (43), que
avaliou o potencial terapéutico do secretoma das DPSCs na esclerose lateral amiotréfica (ELA),
e o trabalho de Carvalho et al. (44), que utilizou essas células no desenvolvimento de modelos

de doencas neurolégicas, incluindo a mucopolissacaridose.

Além de sua reconhecida capacidade de autorregeneracdo em diferentes tecidos,
diversos estudos destacam o potencial das DPSCs, demonstrando sua aplicabilidade
em processos de regeneracao, neuritogénese e axoniogénese, tanto em estudos in vivo quanto in
vitro (45). No entanto, até o momento, ndo foram encontrados relatos na literatura sobre a
utilizacdo dessas células em modelos de NPIQ. Assim, a implementacdo desse estudo no
Laboratério de Ensaios Farmacoldgicos da Universidade de Brasilia reforca a relevancia
cientifica e inovadora deste trabalho.

A NPIQ, se apresenta como um evento adverso que tem se configurado como um fator
limitante para a continuidade do tratamento antitumoral e impactando diretamente a qualidade
de vida dos pacientes (46). Diante disso, torna-se fundamental que a comunidade cientifica
busque estratégias voltadas ao desenvolvimento de farmacos com potencial neuroprotetor,
objetivando tanto a prevencgao ou a reversao desse quadro. Uma das abordagens promissoras
para essa investigacdo consiste no uso de culturas de células com caracteristicas neuronais,
gue podem ser obtidas a partir da diferenciacdo das DPSCs em células neurénio-like. Essa
estratégia ndo apenas explora o potencial multipotente das DPSCs, mas também possibilita o

aproveitamento de um material biolégico que seria descartado, contribuindo para o avanco
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cientifico e, simultaneamente, alinhando-se ao principio dos 3Rs. Para essa diferenciacdo, a
literatura descreve diversos protocolos distintos. Além dos ja mencionados, as células podem
ser induzidas, por exemplo, a diferenciacdo em células neuronais colinérgicas por meio de
diferentes metodologias, o que evidencia sua notavel capacidade de diferenciacdo. Essa
versatilidade tem sido amplamente revisada por autores como Kang e colaboradores (47).
Dessa forma, nossos objetivos iniciais foram de estabelecer o cultivo das DPSCs, e
posteriormente diferencia-las em células neurénio-like para realizar experimentos para estudos
de NPIQ. Dessa forma, ap6s o estabelecimento da cultura de DPSCs e a diferenciacédo
neuronal, realizaremos nos proximos estudos a validacdo desses protocolos por meio de
ensaios de imunocitoquimica, andlise da morfologia e extensao de neuritos, além de investigar
os efeitos dos quimioterapicos sobre essas células diferenciadas.

LIMITACOES DO ESTUDO

Durante a realizacdo do estudo, enfrentamos inumeras dificuldades para seu
desenvolvimento, como descrito a seguir. O primeiro desafio foi a obtencdo do aceite do
trabalho do comité de ética, mesmo que tenhamos apresentado a proposta dentro do prazo,
obtivemos morosidade burocratica por diversas instituicées, o que culminou em postergar o
inicio das coletas dos dentes para a realizacdo dos experimentos. Além disso, enfrentamos
desde 2024 dificuldades na infraestrutura da Universidade, em que, por exemplo, tivemos
prejuizos em decorréncia da instabilidade da rede elétrica, que culminou na perda de reagentes,
materiais biolégicos e da incubadora de células, equipamento essencial para o cultivo
celular em decorréncia de quedas constantes de energia elétrica na Faculdade de Ciéncias da
Saude e pela auséncia de gerador de energia elétrica em nosso laboratério. Além disso, 0 acesso
aos pacientes foi dificultado, pois a ala de odontologia do Hospital Universitario de Brasilia esta
sendo reformada em 2025 e durante os meses de junho, julho e agosto enfrentou diversas
dificuldades de funcionamento, tendo que ser fechada nos dois uUltimos meses mencionados,
gue por fim resultou na baixa quantidade de dentes coletados, totalizando 22. Diante dos
problemas enfrentados, o andamento dos experimentos foi afetado, de forma que a realizacao
de algumas atividades fora impeditiva para que finalizassemos todos os objetivos inicialmente
propostos.
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CONCLUSAO

Foi possivel estabelecer e padronizar o cultivo de DPSCs humanas em nosso laboratorio
e diferencia-las em células neurénio-like, consolidando-as como modelo experimental para

pesquisas em neurotoxicidade e neuroprotecao.
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17:39:04

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Asa Norte
UF: DF

Telefone:

Municipio:
(61)3107-1947

CEP: 70.910-900
BRASILIA
E-mail:

Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia - Campus Darcy Ribeiro

cepfsunb@gmail.com
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Continuacéo do Parecer: 7.586.510

BRASILIA, 22 de Maio de 2025

Assinado por:
Janine Araki
(Coordenador(a))

Endereco: Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia - Campus Darcy Ribeiro

Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3107-1947 E-mail: cepfsunb@gmail.com
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Convidamos o(a) Senhor(a) a participar voluntariamente do Projeto de Pesquisa de Iniciagao Cientifica
“Estabelecimento de cultura de células-tronco da polpa dentiria de humanos para avaliacio de
potencial efeito neuroprotetor em neuropatia periférica induzida por quimioterapicos”, sob a
responsabilidade da pesquisadora professora Dra. Djane Braz Duarte. O projeto visa usar células-tronco da
polpa dentaria para estudar a neuropatia periférica induzida por quimioterapicos, um efeito adverso prevalente
em pacientes oncologicos que fazem quimioterapia com alguns medicamentos especificos. A neuropatia
periférica é uma alteragao dos neuronios que faz com que os pacientes tenham sensagao de formigamento,
agulhadas ou queimagao nas pontas dos dedos das maos e dos pés e também pode causar dor.

Com essa pesquisa, temos o objetivo de estudar e entender como esse efeito adverso ocoire e avaliar
possiveis medicamentos que possam proteger os neuronios das pessoas que fazem quimioterapia.

O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da pesquisa e lhe
asseguramos que seu nome nao aparecera em nenhuma publicagao, sendo mantido o mais rigoroso sigilo pela
omissao total de quaisquer informacgdes que permitam identifica-lo(a).

A sua participacdo se dara por meio da cessdao do dente extraido por questoes clinicas (fratura,
mobilidade etc.) que seriam descartados. O procedimento de retirada do dente (extragao) sera feito na Unidade
de Satude Bucal do Hospital Universitario de Brasilia (USBUC-HUB) e ap0s esse procedimento, o dente sera
levado em um recipiente estéril para o Laboratorio de Ensaios Farmacoldgicos da Universidade de Brasilia
(UnB), sob responsabilidade da Prof* Dra. Djane Braz Duarte. Esse, sera cortado ao meio para expor a polpa
dentaria (material mais interno do dente), que sera retirada, lavada com solugao estéril e cortada em pequenos
pedagos que serdo utilizados para se obter células. Depois disso, as células serao estimuladas para serem
transformadas em neuronios (as células responsaveis por vocé sentir dor) e sao essas células que vamos utilizar
para estudar possiveis medicamentos/remédios para prevenir que pessoas que estejam utilizando
quimioterapia desenvolvam dor cronica. Caso haja alguma perda, alteracao ou destruigao excepcional do
material biologico, o participante sera informado. A cirurgia da retirada do dente possui procedimentos e
duragao de tempo variaveis, que serdo realizados de acordo com sua necessidade clinica. Entretanto, os
procedimentos realizados para a pesquisa serdo apenas da coleta do material biologico e assinatura de
documentos necessarios, com um tempo estimado total de 5 minutos. Uma unica visita serd necessaria para
sua realizagao.

Nao ha riscos de satide decorrentes de sua participagao na pesquisa, ja que o dente a ser cedido ja foi
extraido. Essa extracao sera realizada independente do aceite ou nao de participagao na pesquisa. Os 11scos
que este estudo podera oferecer seriam em decorréncia da identificagao das células do(s) dente(s) com o nome
do paciente. Entretanto, para reduzir tais riscos, os dentes coletados serdo armazenados com um codigo
numeral, garantindo, assim, a sua confidencialidade (nao estando aparente o nome do participante). Em
resumo, sua identidade sera resguardada. Se o(a) senhor(a) aceitar participar, ajudara no desenvolvimento da
ciéncia no pais e no estudo da neuropatia periférica induzida por quimioterapia. A pesquisa em questao nao
apresenta beneficio imediato e direto, entretanto, como beneficio futuro ha grande importancia no
desenvolvimento de futuras terapias para uma melhor qualidade de vida de pacientes que fazem quimioterapia
e desenvolvem alteragao dos neuronios.

O(a) Senhor(a) pode se recusar a responder (ou participar de qualquer procedimento) qualquer questao
que lhe traga constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum
prejuizo para o(a) senhor(a). Sua participacao € voluntaria, isto é, ndo ha pagamento por sua colaboragao.

O(a) senhor(a) ndo tera nenhum custo com a pesquisa, o(a) senhor (a) estara apenas cedendo seu(s)
dente(s) com indicagdo de extragdo para contribuir com esta pesquisa, consciente de que este(s) dente(s)
foi(ram) extraido(s) por indicagao clinica. Os dentes e todos os materiais biologicos utilizados nos
experimentos a serem descartados serao depositados em uma lixeira especifica para residuos bioldgicos,
contendo um saco branco leitoso com o simbolo internacional de risco biologico. A etiqueta do saco sera
corretamente preenchida respeitando-se a confidencialidade dos participantes da pesquisa, com as

Participante: Pesquisador Responsavel:
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informagoes seguindo o modelo estipulado no manual de orientagdo para descarte de residuos biologicos da
Universidade de Brasilia. Apos o devido lacre, o saco de residuos biologicos sera recolhido pela empresa
responsavel da UnB que faz a coleta deste tipo de residuo na Faculdade de Ciéncias da Satde, garantindo o
descarte adequado dentro da universidade.

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participagao na pesquisa, o(a) senhor(a)
devera buscar ser indenizado, obedecendo-se as disposicoes legais vigentes no Brasil.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados no sitio eletronico do programa de iniciagao cientifica da
UnB e poderao ser publicados posteriormente em revistas e eventos cientificos, sempre mantendo seus dados
em sigilo. Os dados e materiais serdo utilizados somente para esta pesquisa. Além disso, ao final da pesquisa
os resultados serao divulgados aos participantes em formato de cartilha eletronica direcionada a populagao.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer duvida em relagao a pesquisa, por favor telefone para: Djane Braz
Duarte pelo telefone (61) 98234-5201 ou por e-mail, djane@unb.br, na Faculdade de Ciéncias da Saude da
UnB no telefone, disponivel inclusive para ligagao a cobrar e disponivel para contato a qualquer hora.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude
(CEP/FS) da Universidade de Brasilia. O CEP € composto por profissionais de diferentes areas cuja fungao é
defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e contribuir no
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. As dividas com relagao a assinatura do TCLE ou os
direitos do participante da pesquisa podem ser esclarecidos pelo telefone (61) 3107-1947 ou do e-mail
cepfs@unb.br _ou cepfsunb@gmail.com, outras informa¢des podem ser conferidas mno site
https://fs.unb.br/comite-de-etica-cep-fs/sobre-cep. O CEP/FS se localiza na Faculdade de Ciéncias da Saude,
Campus Universitario Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia, Asa Norte.

Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento que foi elaborado em duas vias, uma
ficara com o pesquisador responsavel e a outra com o(a) Senhor(a).

Nome e assinatura do Participante de Pesquisa

Nome e assinatura do Pesquisador Responsavel

Brasilia,  de de
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