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Project abstract:

Embora existam materiais dentdrios com desempenho clinico aceitdvel quando aplicados diretamente sobre o
tecido pulpar, esses materiais a base de hidréxido de célcio causam, inicialmente, necrose tecidual com
consequente morte de células pulpares e perda de tecido. O crescimento dos conhecimentos na drea de biologia
pulpar, associado a notdvel evolucdo no campo da engenharia tecidual e biotecnologia, tem propiciado o
desenvolvimento de materiais com potencial biocompativel e bioativo para a regeneracdo da polpa. Dentro deste
contexto, o trabalho propde desenvolver um scaffold de nanofibras de policaprolactona (PCL) incorporado com
nano-hidroxiapatita (nHA), o qual apresente potencial de estimular a migracio (quimiotaxia) e a diferenciacio
odontoblastica de células da polpa dental humana, visando a regeneracdo do complexo dentino-pulpar em
exposi¢oes pulpares. Na primeira fase, scaffolds de PCL com diferentes concentra¢des de nHA (0, 0,5, 1 e 2%)
serdo confeccionados, caracterizados em relacdo a morfologia (distribui¢do, tamanho e conectividade dos
espacos interfibrilares) e analisados quanto a degradagao hidrolitica (perda de massa), alteracdo de pH do meio e
liberacdo de célcio. Ainda, serdo avaliados os seguintes pardmetros em cultura primdria de células da polpa
dental humana (HDPCs): viabilidade (alamarBlue), adesdo e espalhamento (F-actina), proliferacio celular
(ensaio live/dead), atividade de fosfatase alcalina, formacdo de matriz mineralizada (Alizarin red) e expressao
génica de marcadores odontogé€nicos (PCR). Na segunda fase, scaffolds incorporados com nHA serdo
utilizados para capeamento pulpar direto em modelo de cultura de dentes humanos. A concentracdo de nHA sera
selecionada a partir dos resultados observados na primeira fase. Assim, a metade apical das raizes de molares
humanos recém-extraidos serdo removidas e cavidades de classe I serdo confeccionadas na superficie oclusal

até a exposicao do corno pulpar. Diretamente sobre a polpa exposta serd aplicado: pasta de hidroxido de célcio



(controle), scaffold de PCL sem nHA, scaffold de PCL com nHA ou nenhum tratamento. Dentes adicionais
serdo mantidos higidos para a validacdo interna da metodologia. Todos os dentes serdo mantidos em cultura para
a manutenc¢do do tecido pulpar. Decorrido o periodo de 28 dias, os dentes serdo preparados para avaliacdo
histopatoldgica, comparado ao tratamento convencional com pasta de hidréxido de calcio. O niimero de
repeticdes (n) ird variar de acordo com o protocolo experimental. Os dados serdo submetidos a andlises
estatisticas especificas, ao nivel de significincia de 5%, ap0s a determinagao do tipo de distribui¢do amostral e

presenca ou ndo de homocedasticidade.
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Scaffolds de nanofibras de policaprolactona/nano-hidroxiapatita para regeneracdo do complexo
dentino-pulpar: sintese, caracterizacdo e avaliacdo em cultura de dentes humanos

A proposta do estudo € desenvolver scaffolds de nanofibras de policaprolactona (PCL) contendo nano-
hidroxiapatita (nHA) que estimulem a migragao e diferenciacdo odontoblastica de células da polpa dental humana,
visando um material capeador pulpar direto bioativo e citocompativel. Serdo coletados dados obtidos a partir de 3
estudos complementares delineados para atender ao objetivo geral:

1. Sintetizar scaffolds de nanofibras a base de PCL contendo nHA e a sua caracterizagcdo quanto a morfologia,
andlise da incorporacdo de nHA, degradacdo hidrolitica, liberagc@o de cdlcio, fosfato e alteracdo de pH;

2. Avaliar os scaffolds de nanofibras a base de PCL contendo nHA em relag@o a viabilidade, proliferacdo, adesdo e
espalhamento celular, atividade de fosfatase alcalina, deposi¢do de ndédulos de mineralizacdo e expressdo génica de
marcadores odontogé€nicos em cultura primdria de células da polpa dental humana (HDPCs);

3. Selecionar a melhor formulacdo dos scaffold de nanofibras de PCL/nHA para avalia¢do da resposta

pulpar frente ao capeamento pulpar direto em modelo ex vivo de cultura de dentes humanos.

Os dados obtidos incluem valores de absorbancia, fluorescéncia, massa e pH; além de imagens de microscopia
eletronica de varredura, imagens de microscopia de fluorescéncia direta e imagens de microscopia de luz de
laminas histolégicas. Metadados também serdo gerados e incluem normaliza¢gdes dos dados originais
majoritariamente em porcentagem relativa ao grupo controle de cada experimento. Todos os dados e metadados

gerados serdo organizados em planilhas e pastas eletronicas armazenadas em nuvem.

Os dados serdo coletados por meio de experimentos laboratoriais bioquimicos (colorimétricos e fluorimétricos) e

por microscopias (eletronica de varredura, de fluorescéncia ou de luz).

Os dados obtidos serdo processados e divulgados em formato de graficos, tabelas e painéis de imagens
confeccionados utilizando ferramentas Office (versdo 2019, Microsoft) para resumo das informagdes e
interpretacao das andlises estatisticas realizadas usando o software SPSS (versdo 16, IBM Inc.). Esses metadados
serdo divulgados nos relatdrios solicitados pela agéncia de fomento, em congressos, reunides e palestras em forma
de apresentagdes orais ou painéis, e, finalmente, nos artigos cientificos frutos desse projeto de pesquisa. Serdo
disponibilizados também metadados organizados em planilhas digitais por meio desta ferramenta (DMP Tool) ou
mediante solicita¢do por e-mail. Todos esses arquivos serdo armazenados digitalmente em nuvem (iCloud, Apple)

por tempo indeterminado.

Por envolver o uso de células e tecidos pulpares obtidos a partir de terceiros molares humanos, esse projeto foi
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de Araraquara
(Unesp), sendo aprovado sob o protocolo CAAE 18083819.0.0000.5416. Todas as recomendacdes de
documentac¢do de consentimento dos participantes por doacdo de dentes serdo realizadas em conformidade com o
CEP.

Ao longo do desenvolvimento do projeto, os dados gerados serdo de acesso exclusivo pelo pesquisador principal e
de acesso permitido por este apenas a equipe de pesquisa. Todos os metadados utilizados para as anélises
estatisticas serdo disponibilizados apds publicacdao em periddicos cientificos por maio desta ferramenta ou
mediante solicitacao.

Os dados gerados a partir desse projeto de pesquisa serdo armazenados em servico de nuvem pago (iCloud) com

acesso exclusivo pelo pesquisador principal e com acesso permitido a equipe de pesquisa. Os dados serdo



divulgados apds publicacdo em periddicos.

Todos os dados e metadados serdo protegidos por login e senha e serdo divulgados aos coautores em pastas
protegidas com senha divulgadas apenas para a equipe de pesquisa responsavel por esse projeto ao longo do seu

desenvolvimento.

As amostras obtidas pelos protocolos experimentais serdo armazenadas no laboratdrio em que a pesquisa serd
desenvolvida (Laboratério de Patologia Experimental e Biomateriais) pelo menos até a publicacdo dos dados em
artigos cientificos. Ja os dados obtidos a partir das andlises laboratoriais, bem como as l1dminas e pecas histologicas

serdo preservados por tempo indeterminado.
Todos os dados e metadados gerados serdo armazenados em nuvem (iCloud) por tempo indeterminado.

Os dados serao disponibilizados publicamente nesta ferramenta somente apds a publicagdo em periddicos. Antes
disso, os dados estardo disponiveis a quaisquer pesquisadores que tenham interesse cientifico no tema mediante

solicitacdo.

Até a publicacao dos artigos cientificos, os dados serao restritos aos coautores, porém apds a publicacdo dos
artigos, nao havera restricdes para o compartilhamento dos dados gerados.

O administrador deste projeto serd responsavel pelo armazenamento e compartilhamento dos dados com a equipe
de pesquisa, bem como as publica¢des dos resultados e disponibiliza¢do dos arquivos aos periddicos e repositorios.

O cumprimento desse plano de gestdo de dados € de responsabilidade do proponente e do pesquisador principal.

Serdo utilizadas as ferramentas Office (Excel, Word e PowerPoint), servico de armazenamento em nuvem (iCloud

Drive, Apple), software de andlise de dados (IBM SPSS Statistics Versdo 26.0) e software utilizado para andlise de
imagens (ImagelJ). Todas as licengas necessdrias para a utilizacdo dos recursos sdo financiadas pelo proponente ou

pela instituicdo de ensino em que a pesquisa serd realizada.



Planned Research Outputs

Data paper - "Nano-hydroxyapatite-incorporated polycaprolactone nanofibrous scaffold as a dentin
tissue engineering- based strategy for vital pulp therapy "

The dataset of the paper resulting from this research project can be downloaded from Mendeley Data
(https://data.mendeley.com/datasets/gvhwmx47xt/1) DOI: 10.17632/gvhwmx47xt.1.
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