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RESUMO

As inovagdes de biomateriais em reparos teciduais na odontologia, estd associada aos avangos
nas abordagens terapéuticas que tem como finalidade a maxima preservacao de estruturas
saudaveis, chamada de Odontologia Minimamente Invasiva. Concomitantemente, a fitoterapia
ganha-se espaco 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 propolis 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 pogos (10.000/pogo) e apds 24h foram submetidas a aplicagdo
direta dos materiais: PVB em diferente concentragdes (5, 10 e 50 pg/mL), DMSO 0,5%
(controle de diluente da propolis), Peréxido de carbamida (PC - grupo controle negativo)
0,018% e DMEM (controle positivo). A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de MTT, 24
horas apos a aplicagdo. Também, o ensaio de migragdo celular (Wound healing) comparou o
contato imediato e ap6s 24h e 48h apds uma lesdo do meio. A andlise de dados utilizou o teste
One Way ANOVA complementado por Tukey (o= 5%). Em relacdo os resultados de
viabilidade e migracdo celular, ndo houve diferenca estatistica entre o grupo experimental
(PVB) e o controle positivo (p<0,05). Diferente do grupo controle negativo (PC), onde
apresentou espacos intercelulares, causado pela diminuicdo da quantidade de células,
alteracdes na forma da membrana original e formatos celulares irregulares. Concluiu-se que as
PVB apresentaram baixa citotoxicidade, alta tolerancia celular e capacidade de indugdo de

proliferagdo celular em tecidos pulpares.

Palavras-chave: Propolis; Cultura Priméria; Sobrevivéncia Celular, Ensaios de

Migracdo 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
pug/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 (0= 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 INTRODUCAO

As inovagdes de biomateriais em reparos teciduais na odontologia, esta associada aos
avangos nas abordagens terapéuticas que tem como finalidade a maxima preservacao de
estruturas saudaveis, chamada de Odontologia Minimamente Invasiva (OMI) (TUMENAS et
al., 2014). Dessa forma, a aplicagdo de biomateriais ¢ varidvel em cada caso, mas possuem
algumas caracteristicas que contribui para o uso seguro quando utilizado. Segundo Guastaldi e
Aparecida (2010), para aplicagdo de biomateriais considera-se trés caracteristicas basicas: (1)
bioatividade, a capacidade do material em se unir com o tecido do hospedeiro; (2) alta
osteocondutividade, sua presen¢a induz crescimento celular 6sseo; ¢ (3) biocompatibilidade,
propriedades fisicas e bioldgicas do material sejam compativeis ao tecido bioldgico, sem gerar
respostas adversas.

Na endodontia, a OMI estd presente na terapia pulpar vital (TPV), termo clinico
genérico que denomina os protocolos de, remocgao seletiva de dentina amolecida, capeamento
pulpar (direito/indireto) ou pulpotomia (parcial/completa) (TAHA & ABDELKHADER,
2018). Conceitualmente, ¢ uma abordagem conservadora com o intuito de manter a vitalidade
da polpa remanescente promovendo a cicatrizagdo e¢ funcionamento do complexo dentino-
pulpar (ZHANG & YELICK, 2010). O biomaterial mais indicado, em TPV ¢ o Agregado de
Trioxido Mineral (MTA), seu lado positivo € o tempo de presa, ocorre quando esta em contato
com fluidos (GANDOLFI et al. 2009).

Concomitantemente, hd um fomento no desenvolvimento de biomateriais de origem
natural. A fitoterapia € o ramo da ciéncia que desenvolve medicamentos com principios ativos
de plantas ou derivados vegetais para o tratamento de doencas (DE PASQUALE, 1984).
Ademais, a ciéncia possui reconhecimento pela Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) como
potencial alternativa para uso, uma vez que substancias fitoterapicas apresentam maior
biocompatibilidade, menor toxicidade e custos mais acessiveis a populacao (Organizacao
Mundial de Saude [OMS], 2002). Um dos materiais estudados ¢ a Propolis, atividades anti-
inflamatéria, antimicrobiana, antiviral, antioxidante, cicatrizante, antitumoral e
imunomodulatoria sdo descritas na literatura (BANKOVA et al., 2005; ALENCAR et al.,
2007).

A propolis ¢ fabricada por abelhas da espécie Apis melifera (aquelas que produzem
mel), apds a coleta de flores, brotos e outros tipos de plantas. Que ao retornarem a colmeia,
manipulam esse substrato complexo e acrescentam cera, pdlen e secre¢des salivares (TORETI

et al., 2013), formando assim, um composto sélido e resinoso. Sua coloracdo e consisténcia €



variada, consequéncia dos agentes externos como o territorio, clima da regido, indices
pluviométricos, flora e estacdo do ano, além das caracteristicas genéticas da abelha que a
produz (TEIXEIRA et al., 2003; PARK et al., 2004; SALATINO et al., 2011). No Brasil,
existem 13 tipos de propolis catalogadas, que varia de coloracdo do verde, vermelho ao
marrom escuro. (FERREIRA, 2017).

A Propolis Verde Brasileira (PVB), ¢ produzida no sudeste do Brasil, apos a coleta de
brotos jovens de Baccharis dracunculifolia L. (também chamada por alecrim-do-campo ou
vassourinha), que lhe da a coloragdo caracteristica verdeada. Sua composi¢ao basica nao se
difere das demais ja catalogadas: substancias resinosas, ceras, acidos graxos, alcoois, ésteres,
vitaminas e compostos fenolicos (DIEDRICH et al., 2015). No entanto, uma substancia
fenolica chamada de Artepillin C ¢ encontrada apenas neste tipo de propolis (NOBUSHI et
al., 2012). Estudos sugerem que presencga de Artepilin C, oferece um valor terapéutico maior
em relacdo a propolis chamada de comum (propolis 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 propolis
consumidos no mundo, vem do Brasil. E desse montante, 70% advém de Minas Gerais, das
quais 20 toneladas s3o de propolis verde (SEBRAE, 2014).

Neste contexto, o presente estudo buscou analisar o efeito direto da prdopolis verde
brasileira em células pulpares humanas. A fim de avaliar a eficiéncia e seguranca do
composto, com interesse de possivel desenvolvimento de biomaterial odontologico a base de

PVB.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliou o efeito direto em células pulpares humanas da propolis verde brasileira, com
finalidade de determinar se o composto ¢ eficaz e seguro o suficiente para ser desenvolvido

como material odontolégico indicado para terapias pulpares.

2.2 Objetivos especificos

» Avaliar a viabilidade de células pulpares (teste de MTT) apés aplicagdo direta da
PVB.

» Avaliar a capacidade de migragdo celular apos ser submetida a injiria mecanica e
possivel estimulagdo ap6s aplicagdo direta da PVB.

» Avaliar a morfologia celular das células apos aplicacao direta da PVB.
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2 MATERIAIS E METODOS

Extrato hidroalcoolico da propolis verde brasileira

Por meio da associacdao de apicultores de Canavieiras (Cooperativa de Apicultores de
Canavieiras, COAPER, Bahia, Brasil), foi adquirido a Propolis Verde Brasileira (PVB) na
forma in natura. Para posterior extragdo, ocorreu-se a maceragdo dindmica das amostras
previamente picadas e congeladas, a 30 °C e 120 rpm em incubadora shaker (INNOVA 4300),
adicionado a solugdo de etanol hidroalcoolico a 70%. E finalmente, concentrado a vacuo pelo

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

Obtenc¢ao da linhagem celular

Este trabalho de conclusao de curso esta vinculado a pesquisa principal de maior
amplitude que t€ém como titulo; Atividade antibacteriana e efeito direto em células pulpares
humanas de trés diferentes tipos de Propolis Brasileira. Aprovado no Comité de Etica e
Pesquisa (CEP) sob CAAE: 47122321.3.0000.5152/Parecer n°4955919.

Assim, a obtencdo de linhagens celulares fora coletada mediante a doacdo de 3
terceiros molares extraidos na Clinica de Cirurgia da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Uberlandia, com indicagdo prévia. Onde o paciente foi orientado e
fornecido o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para leitura e necessario
assinatura em caso de aceite. Dessa forma, o dente foi submetido a técnica de explante
tecidual (ARORA et al., 2022). Anteriormente ocorreu a odontosec¢ao € a remog¢ao mecanica
do tecido pulpar. Apos a expansdo e ao atingir a sexta passagem as células serdo submetidas

a0s ensaios.

Viabilidade celular (ensaio MTT formazan)

Previamente, as células foram semeadas em 96 pocos com concentragao 10.000
células/poco para realizagdo 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
concentragdes definidas em estudo piloto (5, 10, 50 pg/ml), sob as amostras foram
categorizadas como grupo experimental, também os grupos DMSO 0,5%, TNF-a 10ug/mL e
DMEM (grupo controle) e Peroxido 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 apos o periodo em contato. Em sequéncia, cada poco recebeu 90
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uLde DMEM sem soro bovino fetal e 10 uL de solu¢do de MTT (5 mg/mL em PBS-Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Submetido por 4 horas de incubacdo a 5% CO2 e 37°C,
seguido da remocao do sobrenadante e adicionado 100 uL de dimetil sulféxido (DMSO, LGC
Biotecnologia, Cotia, Sao Paulo, Brasil) para dissolucao dos cristais de formazan produzidos
em cada compartimento. Utilizou-se o espectrofotdmetro para avaliagdo da densidade Optica,
com auxilio de um leitor de microplacas de multimodal GLOMAX® (Promega Corporation,

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

Ensaio de migracao celular

Para avalia¢do da capacidade de migracdo celular foi utilizado o método de Wound
Heliang. (BASSO et al., 2016). No qual a medi¢cdo da 4area da ferida de cada amostra foi
avaliada através do software ImageJ (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
USA). De antemao, realizado a semeadura das células em 48 pogos com concentracdo de
30.000 células/pogo. Passado 24h, a cultura foi submetida a uma ferida mecanica linear com
auxilio da ponta de uma micropipeta (ap6s 24 horas). Seguido por exposi¢do as solucdes de
acordo com os grupos experimentais no periodo de 24 ¢ 48 horas, mantidas em uma
incubadora a 37°C. Utilizado o microscopio invertido EVOS fl (Advanced Microscopy Group
(AMG) com aumento de 4x, foram fotografadas trés vezes em cada amostra em diferentes
regides da injaria. Quatro réplicas foram avaliadas em cada grupo, e os resultados expressos

em pm?2.

Analise Morfoldogica - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Analise de cunho qualitativo, ocorreu a semeadura das células em laminulas de vidro,
apos 24h foram submetidas a aplicagdo dos materiais definindo cada grupo experimental
(PVB em 50 pg/ml, DMSO 0,5%, TNF-a 10ug/mL e DMEM e Peroxido de Carbamida
0,018%). Neste método, a solu¢do sobrenadante foi aspirada apds 24 horas em contato,
seguida pela fixagdo por 1h em glutaraldeido a 2,5% (Sigma- Aldrich). Cada pogo foi lavado
3x com 1 mL de PBS (5 min por lavagem), foram entdo p6s-fixadas por 60 min em 200 pL de
tetroxido de 6smio a 1% (Sigma- Aldrich). Partido para a desidratagdo das amostras com
trocas de etanol (30%, 50% e 70%, 2x 95% e 2x 100% - 30 min em cada solucdo), 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, ¢
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analisados em escaneamento em microscopia eletronica de varredura (SEM, Tescan, Vega 3

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

Analise estatistica

Os dados foram coletados e computados com auxilio do software Microsoft Excel
versdo 2019 e analisados no programa JAMOVI, versao 1.6.23 e SPSS, versdo 22.0.
Submetidos a aplicacdo de testes One Way ANOVA, complementado por Tukey com

significancia de 5%.
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3 RESULTADOS

Viabilidade celular

Baseado no teste de viabilidade celular MTT formazan, a PVB nas diferentes
concentragdes (5, 10 e 50 pg/ml) ndo demonstraram diferenca estatistica significativa quando
comparadas ao DMEM (controle positivo para viabilidade). No entanto, quando comparado
ao grupo PC (grupo negativo para viabilidade), apresentou-se diferencas estatisticas

relevantes (Figura 1).
Figura 1: Resultados absolutos de viabilidade celular, considerando os diferentes
estudo experimentais do estudo
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Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes, Tukey p<0,05.

Ensaio de migracio celular
A respeito do fechamento progressivo das bordas da ferida, em estado imediato, 24 ¢
48 horas apos a irrigagdo com as solucdes estudadas (Figuras 2 e 3). O grupo de PVB 50

pg/ml e DMEM apresentaram resultados qualitativos semelhantes, resultando em migragao
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celular para regido afetada. Também, quantitativamente, variou-se de 2428 um imediato para
1557 um a 428 um, 1457 ym a 592 pm, 1278 um a 789 pum, em 24h e 48 h, respectivamente.
Entretanto, o grupo controle negativo PC, ndo demonstrou resultados coincidentes, variando
de 2038 pm a 1461 pum em 24 e 48h. além de apresentar areas acelulares, irregulares e elevada

alteracao morfologica de disposicao celular.

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

estado imediato, 24 e 48 horas ap0s a irrigacdo com as solucdes estudadas
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Letras maiusculas indicam comparagdo entre as barras da mesma cor, letras
minudsculas indicam comparagdo entre as barras de cores diferentes dentro de cada grupo

experimental. Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes, Tukey p<0,05.
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Figura 3: Imagens do fechamento progressivo das bordas da ferida, para os grupos
DMEM, PVB 50ug/mL e PC, em estado imediato, 24 ¢ 48 horas apds a irrigagdo com as

solugoes estudadas
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Analise Morfologica e Microanalise Elementar - Microscopia Eletronica de Varredura
(MEYV)

Com auxilio da microscopia eletronica de varredura, foi observado qualitativamente
que o grupo da PVB 50 ug/ml, apresentou-se semelhanga morfologica 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 espacos intercelulares, causado
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pela diminui¢do da quantidade de células, alteracdes na forma da membrana original e

formatos celulares irregulares (Figura 4).

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

carbamida 0,018% (c) (Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura, 500x)
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4 DISCUSSAO

Os biomateriais na Odontologia, necessitam de propriedades que possibilitam
preservar a maior quantidade de estruturas dentarias (WALSH; BROSTEK, 2013). Aliado a
essa meio cientifico, a busca por materiais de origem natural (PASSOS, R. et al., 2020), uma
das substancias que apresentam notoriedade, com trabalhos que avaliam a sua composi¢ao
quimica e atividade bioldgica (SILVA et al., 2018) ¢ a préopolis. Pois a origem natural
favorece a manuteng¢do da vitalidade dos componentes celulares e de tecidos, quando
ministrados em concentragdes especificas (SIMOES; ARAUJO; ARAUJO, 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
tolerancia das células pulpares irrigadas com solugdes concentradas do extrato hidroalcoolico
de PVB (concentragdes de 5, 10 e 50 pg/ml), com expressdo estatistica semelhante ao grupo
positivo DMEM. Desse modo, ocorre a validagdo dos dados satisfatérios presentes na
literatura (SILVA; ALMEIDA; SOUSA, 2004). Tendo como exemplo, o ensaio clinico que
cultivou células pulpares irrigadas com propolis brasileira (concentragdes maiores que
10pg/ml) e apresentaram viabilidade celular semelhante ao MTA (diluido 1:8) ap6s 24 horas
(SHI et al., 2019). Vale lembrar que, o0 MTA ¢ considerado biomaterial padrao-ouro para
emprego na TVP (GANDOLFI et al. 2009).

Além de manter o funcionamento vital das células, a propolis utilizada como
medicagdo intracanal, ndo causa fatores irritantes e retarda o processo inflamatério agudo em
tecido pulpar e periapical, comparado ao Otosporin (Zest Pharmaceutics Ltda, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil). Esta medicagdo ¢ uma associagdo de um anti-inflamatério corticosteroide, a
hidrocortisona, e dois antibidticos, a neomicina e a polimixina B, comumente utilizada como
curativo de demora. Porém, o estudo observou que a propolis (0,Iml - solug¢do alcoodlica a
10%) injetada via intradérmica em ratos machos Wistar (Rattus norvegicus), apresentou-se
redugdo do exsudato anti-inflamatério agudo comparada a substancia (SILVA et al., 2004).

Desta maneira, o biomaterial demonstra bom indicativo para desenvolvimento de
medicagdo intracanal em casos endodonticos de curta duragdo. A supressdo da inflamacao
pode ser explicada pela presenca de algumas substancias como artepillin C, acido salicilico,
apigenina, acido felurico e galangina identificadas na propolis (PEREIRA et al., 2015). Parte
desses bioativos tém a capacidade de inibir a ciclooxigenase (COX) e lipooxigenase, enzimas

protagonistas da inflama¢ao (BORRELLI et al., 2002). Também ¢é encontrado na literatura, o
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aumento da proliferacdo de fibroblastos (pertencentes ao tecido pulpar humano) sob efeito
direto da propolis (FUNG et al., 2015).

Assim, produtos a base de propolis na odontologia ¢ uma area promissora, como meio
para armazenamento de dentes avulsionados e indicado reimplante mediato (GJERTSEN et
al., 2011), em virtude das caracteristicas citadas acima. Essa biocompatibilidade apresentada
pela PVB, corrobora com os resultados da analise morfolégica do presente estudo, o grupo
experimental semelhante ao controle positivo (DMEM), demonstraram aspectos
caracteristicos de integridade dos fibroblastos. Biomateriais considerados citotoxicos
costumam apresentar alteragdes conforme encontradas no grupo controle negativo desse
estudo (ISTIFLI; ILA, 2019). Apds serem irrigadas com material (peréxido de carbamida
0,018%), diminuiram em quantidade e sofreram alteragdes morfoldgicas na membrana
plasmatica, expressando formatos irregulares.

Quanto a resposta tecidual sob efeito direto da propolis, foi possivel avaliar
positivamente o grupo experimental com desempenho semelhante ao controle positivo, visto
que ocorreu o fechamento gradual da injiria. Assimila com estudo que analisou feridas
irrigadas com propolis (concentragdo de 10% e 20%) e gerou potencializagdo da capacidade
de migracdo, comparada ao sem contato com o composto (ELKHENANY et al., 2019).
Atualmente, existem artigos cientificos sobre a propolis, mas € essencial estudos adicionais
para prosseguimentos das evidéncias. Em adi¢do, por se tratar de um estudo laboratorial in
vitro, também ocorre limitagdes e necessidade de estudos in vitro e in vivo para maior

seguranga e capacidade de desenvolvimento de material odontoldgico.
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5 CONCLUSAO

A propolis verde brasileira apresentou caracteristicas biocompativeis como; alta
tolerancia celular, capacidade de proliferacdo e de migragdo celular em células pulpares de
dentes humanas. No entanto, para maior seguranca ao uso humano, faz-se necessario
realizagdo de pesquisas in vitro e in vivo, com finalidade de possivel padronizagao das

concentragdes administradas e variedade de tipos presentes.
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Apresentacgao do Projeto:

Introdugéo:

A pulpotomia consiste na remogao da polpa coronaria de dentes deciduos e permanentes jovens em casos
de exposigdo pulpar por lesbes cariosas extensas, traumas ou iatrogenias e, desta forma, atua na
preservacdo da polpa radicular através da utilizagdo de um material biocompativel1. O agregado trioxido
mineral (MTA) é o padrdo ouro para pulpotomias, apresenta estimulo a diferenciagdo odontogénica e
auséncia de toxicidade.

Contudo, possui limitagdes relacionadas a alteracdo de cor, tempo de presa extenso, custo elevado e
atividade anti-inflamatéria reduzida2,3.A propolis brasileira se trata de um conjunto de materiais resinosos
coletados de diferentes fontes vegetais e elaborada por abelhas da espécie Apis mallifera a partir de
exsudatos resinosos de cascas e botdes florais que sdo biomodificados pela adi¢do de cera e pela acdo da
enzima 13- glicosidase presente nas secrecbes salivares das abelhas4-6. A composi¢do quimica da prépolis
é complexa e varia de acordo com a flora da regido de onde é produzida7, assim como a época da coleta e
caracteristicas genéticas da abelha produtora o que influencia diretamente nos principios ativos presentes,
refletindo na atividade biolégica e farmacéutica que os diferentes produtos apresentam8.0s principais
componentes da prépolis brasileira consistem em resinas e balsamos aromaticos, ceras, 6leos essenciais,
gréos de polen, compostos fendlicos (flavonoides e acidos fendlicos), minerais e vitaminas. Apesar da ampla
variedade da prépolis brasileira a qual é classificada em diferentes tipos considerando
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caracteristicas quimicas, espécie produtora e diversidade do clima no pais, sendo do tipo 1 ao 13, a prépolis
vermelha, marrom e verde sdo alvos da maioria dos estudos relacionados as propriedades desse produto9.
A propolis vermelha brasileira (PVB) encontrada no litoral nordestino difere dos demais tipos devido a sua
origem, a qual se deriva principalmente do exsudato resinoso vermelho da superficie da Dalbergia
ecastophyllum10. Atividade antimicrobiana, antifingica, anti-inflamatoria, antioxidante e efeito citotdxico
frente a linhagens tumorais ja foram descritos11,12. Acreditase que tal potencial se dé em relagdo ao
sinergismo existente entre os seus componentes da classe isoflavondides, compostos estes que ndo sdo
encontrados nas demais propolis13.A propolis verde brasileira (PVEB) é a espécie mais investigada e,
também, a mais popular. E encontrada no sudeste brasileiro e possui como principio ativo a artepelina C e
se origina a partir da Baccharis dracunculifolia11. Observou-se que a PVEB foi capaz de inibir a progressao
de cancer pulmonar14, atividade antiviral15 e atividade anticariogénica contra Streptococus mutans,
Streptococus

sobrinus, Streptococus salivaris, Streptococus sanguinis e Lactobacillus casei16,17, assim como agao
antifungica em relagao a Candida albicans18.Apesar de comprovada antigenotoxicidade 19,20, atividade
antimicrobiana21,22 e antioxidante23,24, a propolis marrom brasileira (PMB) ndo & tédo investigada quanto a
verde e vermelha. E encontrada no sul do Brasil, apresenta sua composigao quimica principalmente em
benzofenonas poli-isopreniladas e tém origem botéanica a partir da Clusiarosea pertencente a familia
Gutiiferae25. Em ensaio in vitro3 com células pulpares humanas, viu-se que a prépolis brasileira exibiu
viabilidade celular similar ao MTA e, além disso, mostrou-se capaz de induzir nédulos de mineralizagéo e
atividade anti-inflamatoria superiores. A escolha do material nas pulpotomias ira influenciar na longevidade
do dente afetado, portanto, o presente estudo pretende comparar as propriedades biolégicas da PVB, PVEB
e PMB e do MTA em contato direto com células pulpares humanas, assim como testar a atividade
bactericida das prépolis em relagdo a nove bactérias envolvidas na infecgdo endoddntica primaria.

Hipétese:
As prépolis brasileiras testadas ndo apresentardo citotoxicidade as células pulpares e terdo alta atividade

bactericida para as bactérias envolvidas na infecgdo endodéntica inicial.

Metodologia Proposta:
Obtencéo das linhagens celulares Com o intuito de prevenir o contagio pelo novo coronavirus, a
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utilizacdo de mascara PFF2/N95, éculos de protecdo, gorro, luvas e avental descartavel serdo obrigatérios
durante a anamnese e ho momento de coleta das amostras, além de disponibilizacdo de alcool em gel para
higienizagdo das méos para toda a equipe. Apds aprovagdo do presente estudo de cunho laboratorial ou “in
vitro®, os pesquisadores se direcionardo a Clinica de Cirurgia da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Uberlandia, a qual possui pacientes cadastrados por demanda

espontanea para exodontia de terceiros molares, e assim, abordar-se-a trés pacientes no momento da
anamnese conduzida pelo aluno responsavel com o Instrumento de coleta de dados e o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para que um total de trés terceiros molares possam ser obtidos.
O dente sera levado imediatamente ao laboratorio imerso em solugao apropriada. Com a utilizacao de alta-
rotagd@o e irrigagdo constante, os dentes serdao submetidos a um desgaste cervical e levados ao fluxo
laminar, onde serdo divididos ao meio com o auxilio de dois forcepses. Os remanescentes dentais serdo
devidamente descartados e o tecido pulpar de cada dente sera mecanicamente removido e, desta forma,
submetido

ao isolamento das células, a partir da técnica de explante tecidual. Independentemente da condigdo pulpar,
todos os dentes serdo devidamente descartados em local apropriado. Aqueles tecidos que se apresentarem
com aspecto necroético,

nado serdo submetidos a técnica de isolamento das células pois a polpa de coloracédo avermelhada possui
um maior nimero de células viaveis.

O ndmero amostral de trés participantes se justifica pelo fato de que as células pulpares humanas
apresentam otima taxa de proliferagdo. Diante disso, & possivel utilizar as células de um mesmo doador
para diferentes metodologias. Adicionalmente, estudos prévios tém utilizado nimero amostral semelhante26
-30.

Distribuicdo dos grupos experimentais

A PVEB, a PVB e a PMB serao utilizadas no presente estudo na concentragéo de 15 mg/mL aplicadas
diretamente sobre as células pulpares humanas em diferentes concentragées. As células pulpares serdo
semeadas em placas de 96 pogos (20.000/poco) e apés 24 h, submetidas a aplicagdo direta dos materiais:
PVEB, PVB e PMB, MTA (1:1, 1:2, 1:4 e 1:8), DMSO 0,5% e DMEM (grupo controle).

Cada grupo experimental sera composto por células de todos os doadores, ou seja, em um total de 9
compartimentos por grupo, trés compartimentos conterao as células do doador 1, trés
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compartimentos conter&o células do doador 2, e outros trés compartimentos conterdo células do doador 3.
As mesmas células utilizadas para realizar o plaqueamento dos grupos experimentais serdo as mesmas do
controle. Os grupos experimentais e controles serdo: PVB (DMEM sem soro + Prépolis vermelha), PVEB
(DMEM sem soro + Propolis verde), PMB (DMEM sem soro + Prépolis marrom), MTA (DMEM sem soro +
DMSO 0,5%), Controle negativo (DMEM sem soro + DMSO 0,5%), Controle positivo (DMEM sem soro).

Testes

Primeiramente, sera feito a avaliagdo da viabilidade celular em diferentes concentragdes. A partir dos
resultados obtidos nesta analise, as melhores

concentragdes de PVEB, PVB e PMB serao submetidas a determinacéo da concentragao inibitoria minima
(CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM), assim como avaliagdo da viabilidade celular (MTT),
quantificagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs, sonda DCFH-DA), déxido nitrico (ON, reagente de
Griess), avaliacdo da morfologia celular (MEV) e ensaio de migracdo celular (Wound healing) 24 horas apés
a aplicacdo dos materiais. Apos a realizagao de cada teste, as placas contendo as culturas celulares
avaliadas serdo descartadas em lixo proprio para material contaminado.

Critério de Incluséo:
o Pacientes saudaveis;
o Pacientes que possuam 3os molares higidos;

o Pacientes que estejam na faixa etaria de 20 a 30 anos.

Critério de Exclusdo:

o Presenca de doengas cronicas e alteragées sistémicas;

o Presenca de dentes cariados, com tratamento endodéntico ou doenca periodontal;
o Usuarios de alcool e drogas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Comparar as propriedades biolégicas da PVB, PVEB e PMB e do MTA em contato direto com células
pulpares humanas, assim como testar a atividade bactericida das propolis em relagdo a nove bactérias
envolvidas na infecgdo endoddntica primaria.
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Em relacdo a exodontia de terceiros molares, tal procedimento pode acarretar em complicagdes ao paciente,
como hemorragia, alveolite, infeccdo, fratura radicular, parestesia, fratura mandibular e lesdo aos dentes
vizinhos. Fatores que podem influenciar na origem de algum tipo de complicagdo como idade do paciente e
seu estado de saude, género, grau de impacgdo do dente, experiéncia do cirurgido, tabagismo, uso de
medicagao anticoncepcional, qualidade da higiene oral, técnica cirdrgica, entre outros, serdo detectados
durante a anamnese e caso algum fator agravante seja detectado, a cirurgia sera contraindicada. Para que
esses riscos sejam minimizados, a técnica cirlirgica sera realizada de forma cautelosa, evitando a
dilaceragédo dos tecidos e um longo periodo de exposi¢gdo ao procedimento cirirgico. Caso alguma das
complicagdes citadas ocorra, os pesquisadores se responsabilizardo pelo atendimento e acompanhamento
do caso até que o quadro do participante apresente melhoras. As células da polpa dentaria serdo utilizadas
Unica e exclusivamente para o presente estudo e ndo serdo realizados procedimentos com outras
finalidades. Com

o objetivo de minimizar o risco de identificagdo dos pacientes, sera atribuido um cédigo numérico para cada
participante/dente, o qual sera utilizado para controle no armazenamento das células. Além disso, nenhum
dado que favoreca a identificagdo dos pacientes sera coletado (ex: nome, nimero de documento,
endereco).

Beneficios:

Nao ha beneficio direto ao participante da pesquisa, porém os testes realizados irdo contribuir para que,
futuramente, esses produtos naturais possam ser utilizados na clinica odontolégica de modo a melhorar a
reparagdo das células pulpares humanas afetadas por carie ou trauma dental. O paciente é livre para deixar
de participar da pesquisa a qualquer momento sem qualquer prejuizo ou coagdo. Até o momento da

divulgacado dos resultados, ele também sera livre para solicitar a retirada dos seus dados da pesquisa.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Pendéncias atendidas apontadas no parecer anterior:

1) Descrever as medidas tomadas para evitar o contagio pela COVID-19 (participante e equipe executora)
durante o periodo de coleta de dados.
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RESPOSTA DO PESQUISADOR:

Obrigado pela orientagéo, trata-se de algo extremamente importante. Abaixo, segue o trecho adicionado ao
projeto:

Pagina 4, Secao: Material e Métodos, ltem 2.2 Obtencado das linhagens celulares, primeiro paragrafo: “Com
o intuito de prevenir o contagio pelo novo coronavirus, a utilizagdo de mascara PFF2/N95, éculos de
protecdo, gorro, luvas e avental descartavel serdo obrigatérios durante a anamnese e no momento de coleta
das amostras, além de disponibilizacdo de alcool em gel para higienizacdo das maos para toda a equipe.”

2) Justificar o niimero amostral. Por que apenas 3 participantes?

RESPOSTA DO PESQUISADOR:

Pagina 5, Segdo: Material e Métodos, Item 2.2 Obtengéo das linhagens celulares, terceiro paragrafo: “O
nimero amostral de trés participantes se justifica pelo fato de que as células pulpares humanas apresentam
otima taxa de proliferagéo. Diante disso, & possivel utilizar as células de um mesmo doador para diferentes

metodologias. Adicionalmente, estudos prévios tém utilizado nimero amostral semelhante26-30".

Referéncias utilizadas na Pendéncia 2:

1. Bonvicini JFS, Basso FG, de Souza Costa CA, Soares CJ, Turrioni AP. Photobiomodulation effect of
red LED (630 nm) on the free radical levels produced by pulp cells under stress conditions. Lasers Med Sci.
2021 Apr 7. doi: 10.1007/s10103-021-03309-x. Epub ahead of print. PMID: 33826014.

2. de Souza GL, Moura CCG, Silva ACA, Marinho JZ, Silva TR, Dantas NO, Bonvicini JFS, Turrioni AP.
Effects of zinc oxide and calcium-doped zinc oxide nanocrystals on cytotoxicity and reactive oxygen species
production in different cell culture models. Restor Dent Endod. 2020 Oct 19;45(4):e54. doi:
10.5395/rde.2020.45.e54. PMID: 33294419; PMCID: PMC7691257.
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3. Oliveira LV, da Silva GR, Souza GL, Magalhdes TEA, Barbosa GLR, Turrioni AP, Moura CCG. A
laboratory evaluation of cell viability, radiopacity and tooth discoloration induced by regenerative endodontic
materials. Int Endod J. 2020 Aug;53(8):1140-1152. doi: 10.1111/iej.13308. Epub 2020 May 21. PMID:
32299123.

4. de Souza, G. L., Almeida Silva, A. C., Dantas, N. O., Silveira Turrioni, A. P., & Moura, C. C. G. (2020).
Cytotoxicity and Effects of a New Calcium Hydroxide Nanoparticle Material on Production of Reactive
Oxygen Species by LPS-Stimulated Dental Pulp Cells. Iranian Endodontic Journal, 15(4), 227-235.
https://doi.org/10.22037/iej.v15i4.28942

3) Em relagao a metodologia, ndo esta descrito o tipo de estudo que sera realizado.

RESPOSTA DO PESQUISADOR:

Pagina 4, Seg¢do: Material e Métodos, Item 2.2 Obtencédo das linhagens celulares, primeiro paragrafo: “...
Apds aprovacao do presente estudo de cunho laboratorial ou “in vitro”, os pesquisadores se direcionarao a
Clinica de Cirurgia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Uberlandia ...”

4) Em relacdo aos participantes, apresentar um plano de abordagem e recrutamento dos doadores dos
dentes: ndo ha descricdo de como eles serdo convidados(as) para participar da pesquisa; em que momento
os pacientes elegiveis serdo abordados sobre a exodontia; descrever o local que ocorrera essa abordagem
e oregistro de TCLE.

RESPOSTA DO PESQUISADOR:

Pagina 4, Secdo: Material e Métodos, Item 2.2 Obtencédo das linhagens celulares, primeiro paragrafo: “...
Apés aprovacao do presente estudo de cunho laboratorial ou “in vitro”, os pesquisadores se direcionardo a
Clinica de Cirurgia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Uberlandia, a qual possui
pacientes cadastrados por demanda espontanea para exodontia de terceiros molares, e assim, abordar-se-a

trés pacientes no momento da anamnese
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conduzida pelo aluno responsavel com o Instrumento de coleta de dados e o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) para que um total de trés terceiros molares possam ser obtidos.”

5) Considerando a descricdo de coleta e armazenagem do material, o pesquisador ira utilizar o dente
apenas para realizar a cultura de celular. Apresentar uma declaragdo de armazenamento de material do tipo
Biorepositério, destacando o tempo de guarda antes do descarte.

RESPOSTA DO PESQUISADOR:

O documento foi apresentado.

6) Em relagdo aos métodos nao esta descrito qual o desfecho e/ou destino que sera dado ao dente que

apresentar o tecido pulpar ndo viavel para analise;

RESPOSTA DO PESQUISADOR:

Todos os dentes sdo devidamente descartados em local apropriado logo apés a remocéo do tecido pulpar
independente da condigcdo que a polpa se apresente. O paragrafo abaixo foi reformulado para atender a
demanda apresentada:

Pagina 4, Secdo: Material e Métodos, Item 2.2 Obtengdo das linhagens celulares, segundo paragrafo: “O
dente sera levado imediatamente ao laboratério imerso em solugéo apropriada. Com a utilizagdo de alta-
rotagdo e irrigagdo constante, os dentes serdo submetidos a um desgaste cervical e levados ao fluxo
laminar, onde serdo divididos ao meio com o auxilio de dois fércepses. Os remanescentes dentais serdo
devidamente descartados e o tecido pulpar de cada dente sera mecanicamente removido e, desta forma,
submetido ao isolamento das células, a partir da técnica de explante tecidual. Independentemente da
condigio pulpar, todos os dentes serdio devidamente descartados em local apropriado. Aqueles tecidos que
se apresentarem com aspecto necroético, ndo serdo submetidos a técnica de isolamento das células pois a

polpa de coloragdo avermelhada possui um maior nimero de células viaveis.
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7) Em relagdo aos métodos ndo esta descrito como que ocorrera a randomizagdo entre grupo controle e
experimental.

RESPOSTA DO PESQUISADOR:

Pagina 5, Secdo: Material e Métodos, Item 2.3 Distribuigdo dos grupos experimentais, segundo paragrafo:
“Cada grupo experimental sera composto por células de todos os doadores, ou seja, em um total de 9
compartimentos por grupo, trés compartimentos conterao as células do doador 1, trés compartimentos
conterdo células do doador 2, e outros trés compartimentos conterdo células do doador 3. As mesmas
células utilizadas para realizar o plaqueamento dos grupos experimentais serdo as mesmas do controle. Os
grupos experimentais e controles serdo: PVB (DMEM sem soro + Prépolis vermelha), PVEB (DMEM sem
soro + Prépolis verde), PMB (DMEM sem soro + Propolis marrom), MTA (DMEM sem soro + DMSO 0,5%),
Controle negativo (DMEM sem soro + DMSO 0,5%), Controle positivo (DMEM sem soro).”

8) Em relacdo aos métodos, no item 2.4, ndo esta descrito qual o desfecho e/ou destino sera dado ao
material com concentracdo néo satisfatéria.

RESPOSTA DO PESQUISADOR:

Para que possamos trabalhar com concentragdes que mantenham as células pulpares viaveis, se faz
necessario realizar o teste de MTT para que se possa descobrir quais das concentragdes poderdo ser
utilizadas nos experimentos sem prejuizo as células, portanto, a analise de IC50 é requerida para determinar
o étimo parametro e assim, prosseguir o estudo com a ufilizagdo de concentragdes adequadas. Ao final de
cada procedimento, a placa de 96 pocos é descartada em local apropriado uma vez que a analise ja foi
realizada e os dados quantitativos obtidos. Portanto, segue a adigdo da sentenca abaixo:

Pagina 6, Secdo: Material e Métodos, Item 2.4 Testes, primeiro paragrafo: “... Apés a realizagado de cada
teste, as placas contendo as culturas celulares avaliadas serdo descartadas em lixo préprio para material
contaminado.”
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9) Em relagdo ao instrumento de coleta de dados, ele esta sem informagdes precisas sobre estado de salude
do participante, qual dente sera extraido, a data da coleta do dente e as condi¢des do dente extraido.

RESPOSTA DO PESQUISADOR:
O instrumento de coleta de dados foi modificado atendendo as demandas solicitadas.

10) Quanto ao cronograma e coleta de dados, considerar a possibilidade de coleta presencial em virtude do

periodo de pandemia.

RESPOSTA DO PESQUISADOR:
O cronograma foi alterado de modo que a coleta se inicie apenas no proximo ano, onde acredita-se que a
pandemia estara, de certo modo, controlada diante da previsdo de vacinagdo da populagdo no estado de

Minas Gerais.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:
Foram apresentados.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
As pendéncias do parecer n°4.785.732 de 16 de Junho de 2021 foram atendidas.

Consideragées Finais a critério do CEP:
OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVA(;AO DA MESMA.

O CEP/UFU lembra que:
a- segundo as Resolucdes CNS 466/12 e 510/16, o pesquisador devera manter os dados da
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pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um periodo minimo de 5
(cinco) anos apés o término da pesquisa;

b- podera, por escolha aleatdria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e documentagédo
pertinente ao projeto.

c- a aprovacdo do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento as
Resolugdes CNS 466/12, 510/16 e suas complementares, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Orientagdes ao pesquisador :

* O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagéo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 466/12 e
510/16 ) e deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele
assinado.

= O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS 466/12),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram agdo imediata.
* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS 466/12). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

» Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, destacando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
a mesma, junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97,
item Il.2.e).

De acordo com as atribuicdes definidas na Resolugdo CNS 466/12, Resolugdo 510/16 e suas
complementares, o CEP manifesta-se pela aprovacdo do protocolo de pesquisa proposto.
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O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redacdo e da metodologia apresentadas.

Data para entrega de Relatério Final ao CEP/UFU: AGOSTO/2022.

* Tolerancia maxima de 01 més para atraso na entrega do relatorio final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 13/07/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1757687 .pdf 16:31:22
QOutros Resposta_Parecer_CEP.docx 10/07/2021 | Ana Paula Turrioni Aceito
09:25:36 [Hidalgo

Qutros Instrumento_coleta_dados.docx 10/07/2021 | Ana Paula Turrioni Aceito
09:24:52 | Hidalgo

Declaragdo de Declaracao_Biorrepositorio.pdf 10/07/2021 | Ana Paula Turrioni Aceito

Manuseio Material 09:24:31 Hidalgo

Biologico /

Biorepositério /

Biobanco

Projeto Detalhado / |projeto_propolis_corrigido.docx 10/07/2021 | Ana Paula Turrioni Aceito

Brochura 09:24:16 |Hidalgo

Investigador

Outros Curriculo_L attes.pdf 20/05/2021 | Ana Paula Turrioni Aceito
14:35:04 [Hidalgo

TCLE / Termos de | TCLE_adulto.pdf 20/05/2021 | Ana Paula Turrioni Aceito

Assentimento / 14:34:41 Hidalgo

Justificativa de

Auséncia

Declaragdo de Equipe_Executora_assinaturas.pdf 20/05/2021 | Ana Paula Turrioni Aceito

Pesquisadores 14:33:18 [Hidalgo

Folha de Rosto Folha_rosto_assinaturas.pdf 20/05/2021 | Ana Paula Turrioni Aceito
14:31:51 Hidalgo

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
Nao
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UBERLANDIA, 06 de Setembro de 2021

Assinado por:
Karine Rezende de Oliveira
(Coordenador(a))
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