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RESUMO 

 

As inovações de biomateriais em reparos teciduais na odontologia, está associada aos avanços 

nas abordagens terapêuticas que tem como finalidade a máxima preservação de estruturas 

saudáveis, chamada de Odontologia Minimamente Invasiva. Concomitantemente, a fitoterapia 

ganha-se espaço e os biomateriais de origem natural possui maiores chances de 

biocompatibilidade com o hospedeiro. Neste contexto, o presente estudo buscou analisar o 

efeito direto da própolis verde brasileira (PVB) em células pulpares humanas, a fim de avaliar 

o potencial de viabilidade celular e reparo tecidual. Desse modo, células pulpares foram 

semeadas em placas de 96 poços (10.000/poço) e após 24h foram submetidas à aplicação 

direta dos materiais: PVB em diferente concentrações (5, 10 e 50 μg/mL), DMSO 0,5% 

(controle de diluente da própolis), Peróxido de carbamida (PC - grupo controle negativo) 

0,018% e DMEM (controle positivo). A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de MTT, 24 

horas após a aplicação. Também, o ensaio de migração celular (Wound healing) comparou o 

contato imediato e após 24h e 48h após uma lesão do meio. A análise de dados utilizou o teste 

One Way ANOVA complementado por Tukey (α= 5%). Em relação os resultados de 

viabilidade e migração celular, não houve diferença estatística entre o grupo experimental 

(PVB) e o controle positivo (p<0,05). Diferente do grupo controle negativo (PC), onde 

apresentou espaços intercelulares, causado pela diminuição da quantidade de células, 

alterações na forma da membrana original e formatos celulares irregulares. Concluiu-se que as 

PVB apresentaram baixa citotoxicidade, alta tolerância celular e capacidade de indução de 

proliferação celular em tecidos pulpares. 

 

Palavras-chave: Própolis; Cultura Primária; Sobrevivência Celular, Ensaios de 

Migração Celular. 



 

 

ABSTRACT 

 

The innovations of biomaterials for tissue repair in dentistry are associated with advances in 

therapeutic approaches aimed at maximum preservation of healthy structures, called 

Minimally Invasive Dentistry. At the same time, phytotherapy is gaining ground and 

biomaterials of natural origin have greater chances of biocompatibility with the host. In this 

context, the present study aimed to analyze the direct effect of Brazilian green propolis (BGP) 

on human pulp cells, in order to assess the potential for cell viability and tissue repair. Thus, 

the pulp cells were seeded in 96-well plates (10,000/well) and after 24h they were submitted 

to the direct application of the materials: PVB in different concentrations (5, 10 and 50 

μg/mL), 0.5% DMSO (control of propolis diluent), carbamide peroxide (PC - negative control 

group) 0.018% and DMEM (positive control). Cell viability was evaluated by the MTT test, 

24 hours after application. In addition, the cell migration test (wound healing) compared 

immediate contact and after 24h and 48h after an injury in the environment. Data analysis 

used the One-Way ANOVA test complemented by Tukey (α= 5%). Regarding cell viability 

and migration results, there was no statistical difference between the experimental group 

(PVB) and the positive control (p<0.05). Unlike the negative control group (PC), which 

presented intercellular spaces, caused by the decrease in the number of cells, alterations in the 

format of the original membrane and irregular cell formats. It was concluded that PVB 

showed low cytotoxicity, high cell tolerance and ability to induce cell proliferation in pulp 

tissues. 

 

Keywords: Propolis; Primary Cell Culture; Cell Survival, Cell Migration Assays. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As inovações de biomateriais em reparos teciduais na odontologia, está associada aos 

avanços nas abordagens terapêuticas que tem como finalidade a máxima preservação de 

estruturas saudáveis, chamada de Odontologia Minimamente Invasiva (OMI) (TUMENAS et 

al., 2014). Dessa forma, a aplicação de biomateriais é variável em cada caso, mas possuem 

algumas características que contribui para o uso seguro quando utilizado. Segundo Guastaldi e 

Aparecida (2010), para aplicação de biomateriais considera-se três características básicas: (1) 

bioatividade, a capacidade do material em se unir com o tecido do hospedeiro; (2) alta 

osteocondutividade, sua presença induz crescimento celular ósseo; e (3) biocompatibilidade, 

propriedades físicas e biológicas do material sejam compatíveis ao tecido biológico, sem gerar 

respostas adversas.  

Na endodontia, a OMI está presente na terapia pulpar vital (TPV), termo clínico 

genérico que denomina os protocolos de, remoção seletiva de dentina amolecida, capeamento 

pulpar (direito/indireto) ou pulpotomia (parcial/completa) (TAHA & ABDELKHADER, 

2018). Conceitualmente, é uma abordagem conservadora com o intuito de manter a vitalidade 

da polpa remanescente promovendo a cicatrização e funcionamento do complexo dentino-

pulpar (ZHANG & YELICK, 2010).  O biomaterial mais indicado, em TPV é o Agregado de 

Trióxido Mineral (MTA), seu lado positivo é o tempo de presa, ocorre quando está em contato 

com fluidos (GANDOLFI et al. 2009).  

Concomitantemente, há um fomento no desenvolvimento de biomateriais de origem 

natural. A fitoterapia é o ramo da ciência que desenvolve medicamentos com princípios ativos 

de plantas ou derivados vegetais para o tratamento de doenças (DE PASQUALE, 1984). 

Ademais, a ciência possui reconhecimento pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como 

potencial alternativa para uso, uma vez que substâncias fitoterápicas apresentam maior 

biocompatibilidade, menor toxicidade e custos mais acessíveis à população (Organização 

Mundial de Saúde [OMS], 2002). Um dos materiais estudados é a Própolis, atividades anti-

inflamatória, antimicrobiana, antiviral, antioxidante, cicatrizante, antitumoral e 

imunomodulatória são descritas na literatura (BANKOVA et al., 2005; ALENCAR et al., 

2007). 

A própolis é fabricada por abelhas da espécie Apis melífera (aquelas que produzem 

mel), após a coleta de flores, brotos e outros tipos de plantas. Que ao retornarem a colmeia, 

manipulam esse substrato complexo e acrescentam cera, pólen e secreções salivares (TORETI 

et al., 2013), formando assim, um composto sólido e resinoso. Sua coloração e consistência é 



9 

variada, consequência dos agentes externos como o território, clima da região, índices 

pluviométricos, flora e estação do ano, além das características genéticas da abelha que a 

produz (TEIXEIRA et al., 2003; PARK et al., 2004; SALATINO et al., 2011). No Brasil, 

existem 13 tipos de própolis catalogadas, que varia de coloração do verde, vermelho ao 

marrom escuro. (FERREIRA, 2017).  

A Própolis Verde Brasileira (PVB), é produzida no sudeste do Brasil, após a coleta de 

brotos jovens de Baccharis dracunculifolia L. (também chamada por alecrim-do-campo ou 

vassourinha), que lhe dá a coloração característica verdeada. Sua composição básica não se 

difere das demais já catalogadas: substâncias resinosas, ceras, ácidos graxos, álcoois, ésteres, 

vitaminas e compostos fenólicos (DIEDRICH et al., 2015). No entanto, uma substância 

fenólica chamada de Artepillin C é encontrada apenas neste tipo de própolis (NOBUSHI et 

al., 2012). Estudos sugerem que presença de Artepilin C, oferece um valor terapêutico maior 

em relação à própolis chamada de comum (própolis marrom) no mercado nacional e 

internacional (SALGUEIRO et al 2016, NOBUSHI et al., 2012, SZLISZKA, et al., 2013; 

SALGUEIRO e CASTRO, 2016).   Cerca de 10 a 15% de todos os tipos de própolis 

consumidos no mundo, vem do Brasil. E desse montante, 70% advêm de Minas Gerais, das 

quais 20 toneladas são de própolis verde (SEBRAE, 2014). 

Neste contexto, o presente estudo buscou analisar o efeito direto da própolis verde 

brasileira em células pulpares humanas. A fim de avaliar a eficiência e segurança do 

composto, com interesse de possível desenvolvimento de biomaterial odontológico a base de 

PVB. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

Avaliou o efeito direto em células pulpares humanas da própolis verde brasileira, com 

finalidade de determinar se o composto é eficaz e seguro o suficiente para ser desenvolvido 

como material odontológico indicado para terapias pulpares. 

 

2.2 Objetivos específicos 

➢ Avaliar a viabilidade de células pulpares (teste de MTT) após aplicação direta da 

PVB. 

➢ Avaliar a capacidade de migração celular após ser submetida a injúria mecânica e 

possível estimulação após aplicação direta da PVB. 

➢ Avaliar a morfologia celular das células após aplicação direta da PVB. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

  

Extrato hidroalcóolico da própolis verde brasileira 

Por meio da associação de apicultores de Canavieiras (Cooperativa de Apicultores de 

Canavieiras, COAPER, Bahia, Brasil), foi adquirido a Própolis Verde Brasileira (PVB) na 

forma in natura. Para posterior extração, ocorreu-se a maceração dinâmica das amostras 

previamente picadas e congeladas, a 30 °C e 120 rpm em incubadora shaker (INNOVA 4300), 

adicionado à solução de etanol hidroalcóolico a 70%. E finalmente, concentrado à vácuo pelo 

evaporador rotativo e liofilizado, resultante a um extrato concentrado e seco.  

 

Obtenção da linhagem celular  

Este trabalho de conclusão de curso está vinculado a pesquisa principal de maior 

amplitude que têm como título; Atividade antibacteriana e efeito direto em células pulpares 

humanas de três diferentes tipos de Própolis Brasileira. Aprovado no Comitê de Ética e 

Pesquisa (CEP) sob CAAE: 47122321.3.0000.5152/Parecer nº4955919.  

Assim, a obtenção de linhagens celulares fora coletada mediante a doação de 3 

terceiros molares extraídos na Clínica de Cirurgia da Faculdade de Odontologia da 

Universidade Federal de Uberlândia, com indicação prévia. Onde o paciente foi orientado e 

fornecido o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para leitura e necessário 

assinatura em caso de aceite. Dessa forma, o dente foi submetido a técnica de explante 

tecidual (ARORA et al., 2022). Anteriormente ocorreu a odontosecção e a remoção mecânica 

do tecido pulpar. Após a expansão e ao atingir a sexta passagem as células serão submetidas 

aos ensaios. 

 

Viabilidade celular (ensaio MTT formazan) 

Previamente, as células foram semeadas em 96 poços com concentração 10.000 

células/poço para realização do teste MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de 

tetrazolina) (KLEIN-JUNIOR et al., 2021) a fim de avaliar a viabilidade celular. A PVB, em 

concentrações definidas em estudo piloto (5, 10, 50 μg/ml), sob as amostras foram 

categorizadas como grupo experimental, também os grupos DMSO 0,5%, TNF-α 10μg/mL e 

DMEM (grupo controle) e Peróxido de Carbamida 0,018% (PC) como grupo controle 

negativo. As células foram mantidas em contato por 24 horas com os materiais, onde, o 

sobrenadante foi aspirado após o período em contato. Em sequência, cada poço recebeu 90 
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µLde DMEM sem soro bovino fetal e 10 µL de solução de MTT (5 mg/mL em PBS-Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Submetido por 4 horas de incubação a 5% CO2 e 37°C, 

seguido da remoção do sobrenadante e adicionado 100 µL de dimetil sulfóxido (DMSO, LGC 

Biotecnologia, Cotia, São Paulo, Brasil) para dissolução dos cristais de formazan produzidos 

em cada compartimento. Utilizou-se o espectrofotômetro para avaliação da densidade óptica, 

com auxílio de um leitor de microplacas de multimodal GLOMAX® (Promega Corporation, 

São Paulo, Brasil) usando um filtro de 560 nm.  

 

 

Ensaio de migração celular 

Para avaliação da capacidade de migração celular foi utilizado o método de Wound 

Heliang. (BASSO et al., 2016). No qual a medição da área da ferida de cada amostra foi 

avaliada através do software ImageJ (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, 

USA). De antemão, realizado a semeadura das células em 48 poços com concentração de 

30.000 células/poço. Passado 24h, a cultura foi submetida a uma ferida mecânica linear com 

auxílio da ponta de uma micropipeta (após 24 horas). Seguido por exposição as soluções de 

acordo com os grupos experimentais no período de 24 e 48 horas, mantidas em uma 

incubadora a 37ºC. Utilizado o microscópio invertido EVOS fl (Advanced Microscopy Group 

(AMG) com aumento de 4x, foram fotografadas três vezes em cada amostra em diferentes 

regiões da injúria. Quatro réplicas foram avaliadas em cada grupo, e os resultados expressos 

em μm2. 

 

Análise Morfológica - Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

Análise de cunho qualitativo, ocorreu a semeadura das células em lamínulas de vidro, 

após 24h foram submetidas a aplicação dos materiais definindo cada grupo experimental 

(PVB em 50 μg/ml, DMSO 0,5%, TNF-α 10μg/mL e DMEM e Peróxido de Carbamida 

0,018%). Neste método, a solução sobrenadante foi aspirada após 24 horas em contato, 

seguida pela fixação por 1h em glutaraldeído a 2,5% (Sigma- Aldrich). Cada poço foi lavado 

3x com 1 mL de PBS (5 min por lavagem), foram então pós-fixadas por 60 min em 200 μL de 

tetróxido de ósmio a 1% (Sigma- Aldrich). Partido para a desidratação das amostras com 

trocas de etanol (30%, 50% e 70%, 2x 95% e 2x 100% - 30 min em cada solução), depois 

secas com o solvente 1,1,1,3,3,3- hexametildissilazano (HMDS - ACROS Organics, 

Rutherford, NJ, EUA). As amostras foram fixadas em stubs, metalizadas com ouro, e 
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analisados em escaneamento em microscopia eletrônica de varredura (SEM, Tescan, Vega 3 

LMU, Oxford Instruments, Abingdon, Reino Unido) (Haupt et al. 2020). 

 

Análise estatística  

Os dados foram coletados e computados com auxílio do software Microsoft Excel 

versão 2019 e analisados no programa JAMOVI, versão 1.6.23 e SPSS, versão 22.0. 

Submetidos a aplicação de testes One Way ANOVA, complementado por Tukey com 

significância de 5%. 
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3 RESULTADOS 

 

Viabilidade celular  

Baseado no teste de viabilidade celular MTT formazan, a PVB nas diferentes 

concentrações (5, 10 e 50 μg/ml) não demonstraram diferença estatística significativa quando 

comparadas ao DMEM (controle positivo para viabilidade). No entanto, quando comparado 

ao grupo PC (grupo negativo para viabilidade), apresentou-se diferenças estatísticas 

relevantes (Figura 1). 

 

Figura 1: Resultados absolutos de viabilidade celular, considerando os diferentes 

estudo experimentais do estudo 

 

Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes, Tukey p<0,05. 

 

Ensaio de migração celular 

A respeito do fechamento progressivo das bordas da ferida, em estado imediato, 24 e 

48 horas após a irrigação com as soluções estudadas (Figuras 2 e 3). O grupo de PVB 50 

μg/ml e DMEM apresentaram resultados qualitativos semelhantes, resultando em migração 
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celular para região afetada. Também, quantitativamente, variou-se de 2428 μm imediato para 

1557 μm a 428 μm, 1457 μm a 592 μm, 1278 μm a 789 μm, em 24h e 48 h, respectivamente. 

Entretanto, o grupo controle negativo PC, não demonstrou resultados coincidentes, variando 

de 2038 μm a 1461 μm em 24 e 48h. além de apresentar áreas acelulares, irregulares e elevada 

alteração morfológica de disposição celular. 

 

Figura 2: Valores absolutos do fechamento progressivo das bordas da ferida, em 

estado imediato, 24 e 48 horas após a irrigação com as soluções estudadas 

 

  

 Letras maiúsculas indicam comparação entre as barras da mesma cor, letras 

minúsculas indicam comparação entre as barras de cores diferentes dentro de cada grupo 

experimental. Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes, Tukey p<0,05. 

 



16 

Figura 3: Imagens do fechamento progressivo das bordas da ferida, para os grupos 

DMEM, PVB 50ug/mL e PC, em estado imediato, 24 e 48 horas após a irrigação com as 

soluções estudadas  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análise Morfológica e Microanálise Elementar - Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV)  

Com auxílio da microscopia eletrônica de varredura, foi observado qualitativamente 

que o grupo da PVB 50 μg/ml, apresentou-se semelhança morfológica celular, como 

proximidade entre os fibroblastos, membrana celular bem delimitada, expressando formato 

alongados e fusiformes comparado ao grupo controle DMEM (controle positivo para 

viabilidade). Porém, comparado ao grupo PC, este apresentou espaços intercelulares, causado 

DMEM PVB PC 

Imediato 

24 h 

48 h 
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pela diminuição da quantidade de células, alterações na forma da membrana original e 

formatos celulares irregulares (Figura 4). 

 

 

Figura 4: Imagens representativa dos grupos DMEM (a), PVB50 (b) e Peróxido de 

carbamida 0,018% (c) (Imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura, 500x) 

 

 

 

 

a b c 
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4 DISCUSSÃO 

 

Os biomateriais na Odontologia, necessitam de propriedades que possibilitam 

preservar a maior quantidade de estruturas dentárias (WALSH; BROSTEK, 2013). Aliado a 

essa meio científico, a busca por materiais de origem natural (PASSOS, R. et al., 2020), uma 

das substâncias que apresentam notoriedade, com trabalhos que avaliam a sua composição 

química e atividade biológica (SILVA et al., 2018) é a própolis. Pois a origem natural 

favorece a manutenção da vitalidade dos componentes celulares e de tecidos, quando 

ministrados em concentrações específicas (SIMÕES; ARAÚJO; ARAÚJO, 2008). Neste 

trabalho, os resultados mostraram-se promissores, semelhante aos encontrados na literatura. 

Através do teste de viabilidade celular presente nesse experimento, observou-se alta 

tolerância das células pulpares irrigadas com soluções concentradas do extrato hidroalcóolico 

de PVB (concentrações de 5, 10 e 50 μg/ml), com expressão estatística semelhante ao grupo 

positivo DMEM. Desse modo, ocorre a validação dos dados satisfatórios presentes na 

literatura (SILVA; ALMEIDA; SOUSA, 2004). Tendo como exemplo, o ensaio clínico que 

cultivou células pulpares irrigadas com própolis brasileira (concentrações maiores que 

10μg/ml) e apresentaram viabilidade celular semelhante ao MTA (diluído 1:8) após 24 horas 

(SHI et al., 2019). Vale lembrar que, o MTA é considerado biomaterial padrão-ouro para 

emprego na TVP (GANDOLFI et al. 2009).  

Além de manter o funcionamento vital das células, a própolis utilizada como 

medicação intracanal, não causa fatores irritantes e retarda o processo inflamatório agudo em 

tecido pulpar e periapical, comparado ao Otosporin (Zest Pharmaceutics Ltda, Rio de Janeiro, 

RJ, Brasil). Esta medicação é uma associação de um anti-inflamatório corticosteroide, a 

hidrocortisona, e dois antibióticos, a neomicina e a polimixina B, comumente utilizada como 

curativo de demora. Porém, o estudo observou que a própolis (0,1ml - solução alcoólica a 

10%) injetada via intradérmica em ratos machos Wistar (Rattus norvegicus), apresentou-se 

redução do exsudato anti-inflamatório agudo comparada a substância (SILVA et al., 2004). 

Desta maneira, o biomaterial demonstra bom indicativo para desenvolvimento de 

medicação intracanal em casos endodônticos de curta duração. A supressão da inflamação 

pode ser explicada pela presença de algumas substâncias como artepillin C, ácido salicílico, 

apigenina, ácido felúrico e galangina identificadas na própolis (PEREIRA et al., 2015). Parte 

desses bioativos têm a capacidade de inibir a ciclooxigenase (COX) e lipooxigenase, enzimas 

protagonistas da inflamação (BORRELLI et al., 2002). Também é encontrado na literatura, o 
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aumento da proliferação de fibroblastos (pertencentes ao tecido pulpar humano) sob efeito 

direto da própolis (FUNG et al., 2015). 

Assim, produtos à base de própolis na odontologia é uma área promissora, como meio 

para armazenamento de dentes avulsionados e indicado reimplante mediato (GJERTSEN et 

al., 2011), em virtude das características citadas acima. Essa biocompatibilidade apresentada 

pela PVB, corrobora com os resultados da análise morfológica do presente estudo, o grupo 

experimental semelhante ao controle positivo (DMEM), demonstraram aspectos 

característicos de integridade dos fibroblastos. Biomateriais considerados citotóxicos 

costumam apresentar alterações conforme encontradas no grupo controle negativo desse 

estudo (ISTIFLI; ILA, 2019). Após serem irrigadas com material (peróxido de carbamida 

0,018%), diminuíram em quantidade e sofreram alterações morfológicas na membrana 

plasmática, expressando formatos irregulares. 

Quanto a resposta tecidual sob efeito direto da própolis, foi possível avaliar 

positivamente o grupo experimental com desempenho semelhante ao controle positivo, visto 

que ocorreu o fechamento gradual da injúria. Assimila com estudo que analisou feridas 

irrigadas com própolis (concentração de 10% e 20%) e gerou potencialização da capacidade 

de migração, comparada ao sem contato com o composto (ELKHENANY et al., 2019). 

Atualmente, existem artigos científicos sobre a própolis, mas é essencial estudos adicionais 

para prosseguimentos das evidências. Em adição, por se tratar de um estudo laboratorial in 

vitro, também ocorre limitações e necessidade de estudos in vitro e in vivo para maior 

segurança e capacidade de desenvolvimento de material odontológico. 
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5 CONCLUSÃO 

 

A própolis verde brasileira apresentou características biocompatíveis como; alta 

tolerância celular, capacidade de proliferação e de migração celular em células pulpares de 

dentes humanas. No entanto, para maior segurança ao uso humano, faz-se necessário 

realização de pesquisas in vitro e in vivo, com finalidade de possível padronização das 

concentrações administradas e variedade de tipos presentes.  
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ANEXO 1 – Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa 
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