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RESUMO

A senescéncia celular é um estado celular decorrente do envelhecimento e
estresse crénico caracterizado principalmente por um estado permanente de
parada do ciclo celular. Evidéncias indicam que a senescéncia pode afetar
funcBes importantes como capacidade de defesa e reparo da polpa dentaria,
fungdes primordiais em tratamentos endododnticos conservadores. Esse trabalho
objetivou avaliar as possiveis alterac6es morfoldgicas, além de alteracdes na
capacidade migratdria e proliferativa e efeitos na resposta imune de células da
polpa dentaria humana em estado de senescéncia. Inicialmente, as células
foram tratadas com doxorrubicina para indugao da senescéncia e a confirmacéo
da inducéo foi realizada por meio de coloragéo de B-galactosidase. Em seguida,
as alteracdes morfolégicas foram avaliadas por meio de microscopia eletrénica
de varredura, a proliferacéo através da contagem das células nao coradas pelo
azul de tripano e a migracdo pelo método Scratch. As alteracdes na resposta
imune foram avaliadas por meio da dosagem dos genes de citocinas pro
inflamatorias fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6) e
citocinas anti-inflamatorias fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-1)
e interleucina 10 (IL-10) utilizando o ensaio de PCR. Para esse ensaio foi
simulada uma situacdo de resposta inflamatoria in vitro utilizando estimulos de
lipopolissacarideo (LPS) e interferon-gama (IFN-y). Todos os ensaios foram
realizados em triplicata técnica e biologicas e os dados obtidos foram submetidos
a posterior analise estatistica. Os resultados demonstraram alteracées na
morfologia evidenciando um aumento em relacdo ao tamanho celular e uma
diminuicdo no namero de prolongamentos das células senescentes, em relacéo
ao grupo nao senescente; além de uma reducédo na capacidade proliferativa e
migratoria. Em adicdo, observou-se um aumento na expressdo génica das
citocinas TNF-a e IL-6 e uma reducdo na expressao génica de IL-10 e TGF-1
por células senescentes em comparacdo com células saudaveis. Em suma, a
senescéncia demonstrou afetar a morfologia celular, reduzir a capacidade
proliferativa e migratoria, além de evidenciar um aumento da expressao de genes
relacionados a inflamacdo e reducdo nos genes anti-inflamatérios, sugerindo
uma situacao inflamatéria exacerbada associada a imunossupressao. Desta
forma, a senescéncia celular possivelmente é um estado que afeta o progndstico
de tratamentos endodénticos conservadores pois afeta funcdes celulares
primordiais relacionadas a esse tratamento.

Palavras-chave: senescéncia celular; células da polpa dentaria; capeamento
pulpar.



ABSTRACT

Cellular senescence is a cellular state resulting from aging and chronic stress
characterized mainly by a permanent state of cell cycle arrest. Evidence indicates
that senescence can affect essential functions such as defense capacity and
dental pulp repair and consequently affect the success of conservative
endodontic treatments. This work aimed to evaluate the possible morphological
changes, in addition to changes in the migratory and proliferative capacity and
effects on the immune response of human dental pulp cells in a state of
senescence. Initially, cells were treated with doxorubicin to induce senescence
and confirm induction using (-galactosidase staining. Then, morphological
alterations were evaluated by scanning electron microscopy, proliferation by
counting cells not stained by trypan blue, and migration by the Scratch method.
Changes in the immune response were evaluated by measuring the genes for
pro-inflammatory cytokines tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and interleukin 6
(IL-6) and anti-inflammatory cytokines transforming growth factor beta 1 (TGF-
B1) and interleukin 10 (IL-10) using the PCR assay. For this assay, an in vitro
inflammatory response situation was simulated using lipopolysaccharide (LPS)
and interferon-gamma (IFN-y) stimuli. All assays were performed in technical and
biological triplicate and the data obtained were submitted to subsequent
statistical analysis. The results showed differences in morphology, an increase in
cell size and a decrease in the number of extensions of senescent cells in the
healthy control group, and a reduction in the proliferative and migratory capacity.
In addition, there was an increase in the gene expression of the inflammatory
cytokines TNF-a and IL-6 and a decrease in the gene expression of IL-10 and
TGF-B1 by senescent cells compared to healthy cells. In short, senescence
affects cell morphology, reduces proliferative and migratory capacity, increases
inflammation-related genes' expression, and lowers anti-inflammatory genes,
suggesting an exacerbated inflammatory situation associated with
immunosuppression. Thus, cellular senescence is possibly a condition that
affects the prognosis of conservative endodontic treatments, as it affects
primordial cellular functions related to this treatment.

Keywords: cellular senescence; dental pulp cells; pulp capping.
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1. INTRODUCAO

1.1.Senescéncia celular

A palavra senescéncia deriva do latim senex que significa velho ou velhice
(). Em relacdo a estudos celulares o termo é relacionado a palavra
envelhecimento e tem como sinGnimo termos como senescéncia replicativa ou
envelhecimento celular. A células que ndo sdo senescentes sdo chamadas de
células jovens ou em estado de proliferacdo (1). A senescéncia tem como
caracteristica principal um estado celular caracterizado pela interrupcao
irreversivel do ciclo celular (1). Na maioria dos casos as células senescentes
interrompem a duplicacédo na fase G1, com excec¢do de alguns oncogenes que
causam senescéncia gerando uma interrupcao na fase G2, mas permanecem

vivas e metabolicamente ativas (1).

Pode-se dividir esse estado celular, relacionando ao fator causal, em
senescéncia replicativa ou senescéncia induzida por estresse. O processo
chamado de senescéncia replicativa ou envelhecimento replicativo foi descrito
pela primeira vez em 1961 por Dr. Leonard Hayflick. Em sua homenagem o termo
“limite de Hayflick” foi denominado ao limite de replicacbes que as células
realizam até chegar na senescéncia, a depender do tipo celular e das condicbes
envolvidas. Esse encurtamento dos teldmeros forneceu a primeira explicacéo
molecular para o porqué de muitas células deixam de se dividir na cultura (1).
Nesse processo, 0 envelhecimento ocorre devido ao encurtamento dos
telébmeros, sendo que a cada replicacéo celular os teldmeros sao encurtados (2).
Posteriormente, foi elucidado que telémeros disfuncionais desencadeiam a

senescéncia através da via p53 (1).

Além do encurtamento dos teldmeros as células podem atingir o estado
de senescéncia em resposta a varios estimulos, sendo eles intrinsecos ou
extrinsecos, caracterizando a senescéncia induzida por estresse (2). Essa
senescéncia aumenta a expressdo de pl6 e ativa a via da proteina pl6-

retinoblastoma (1)
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Em adicdo outras situacbes podem levar a senescéncia celular como
ativacdo oncogénica, danos ao DNA, alteracBes epigenéticas e disfuncbes
mitocondriais. Esses diferentes tipos de sinais de estresse dao origem a
diferentes tipos de senescéncia como, respectivamente, senescéncia induzida
por oncogene, senescéncia induzida por dano de DNA, senescéncia induzida

epigeneticamente e senescéncia associada a disfungdo mitocondrial (3).

Além da parada no ciclo celular, sabe-se que senescéncia tem como
consequéncia algumas alteracdes a nivel celular e algumas sé@o consideradas
marcadores tipicos desse estado. Essas caracteristicas sdo frequentemente
observadas nas culturas in vitro com o intuito de confirmar a presenca ou indugéo
da senescéncia celular, além funcionarem como marcador para terapias de
prevencao ou reversdo da senescéncia (1). Uma dessas caracteristicas séo as
alteragbes na morfologia celular como um aumento de volume e uma estrutura
irregular (1). Sabe-se que a o mMTORCL1 é responsavel por integrar varios sinais
de estresse e modular o crescimento do volume celular e foi observado que a

ativacdo do mTORCL1 ocorre em resposta a estimulos indutores de senescéncia
(4).

Ja em relacdo a forma celular alterada sabe-se que um contribuinte para
essa alteracao € o rearranjo do citoesqueleto e dos filamentos de vimentina, uma
proteina da familia dos filamentos intermediarios. Esses filamentos, compdem o
citoesqueleto, juntamente com microtibulos e microfilamentos de actina. A via
de sinalizacdo ATF6a, pode controlar o tamanho do reticulo endoplasmatico e
as mudancas na forma da célula durante a senescéncia. O ATF6a é capaz de

ativar o NF-kB e pode se ligar diretamente ao promotor da vimentina (4).

Além das mudancas estruturais e do aumento volumétricos as células
senescentes também apresentam um vacuolo rico em citoplasma, um aumento
de massa mitocondrial, alteracbes nucleares, um aumento do conteudo
lisossomal e uma regulacdo positiva de proteinas lisossémicas (1). Esse
aumento do conteudo lisosomal pode ocorrer devido a um acumulo de

lisossomos velhos ou da atividade aumentada da biogénese lisossomal (4).

Em consequéncia a essa alteragdo lisossdmica a atividade da enzima

lisossomal associada a senescéncia B-galactosidase (SA-B-gal) apresenta uma
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superexpressdo e acumulo lisossomal enddgeno. Devido a isso a coloracdo

dessa enzima € usada como um marcador tipico desse estado celular (3).

Além da superexpressdo de SA-B-gal, pode-se observar em células
senescentes expressao aumentada dos genes p21, pl6 e p53 e altos niveis de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (5). Em adicdo, a essas alteracdes
fenotipicas e genotipicas citadas, a senescéncia celular também é responséavel
por uma reprogramacdo metabdlica que resulta na manifestacdo de diversas
proteinas secretoras, como citocinas, quimiocinas e proteases, essa
manifestacdo € caracterizada como fendtipo secretor associado a senescéncia
(SASP) (6).

Dessa forma apesar da senescéncia ter evoluido inicialmente para limitar
a proliferacdo de células velhas ou danificadas, demonstrou-se que esse estado
celular contribui para o envelhecimento, para diversas doencas relacionadas a
idade e para uma diminuicéo das funcdes celulares no geral (7). Devido a isso,
o melhor entendimento da relacdo da senescéncia celular e suas consequéncias
nos tecidos dentarios se faz necessario podendo contribuir para futuros estudos

relacionados a prevencéao ou regulacéao desse estado celular.

1.2.Senescéncia celular e resposta imunoinflamatéria

Assim como 0s outros sistemas do corpo humano o sistema imunitario
também sofre modificacbes ocasionadas pela senescéncia celular (9).
Imunosenescéncia é o termo utilizado para designar as alteracdes que o sistema
imunoldgico apresenta durante o envelhecimento, caracterizada por um declinio
progressivo das funcdes imunoldgicas e consequentemente um aumento da
susceptibilidade a patologias no geral. Essas alteracdes sdo consequéncias de
dois processos distintos, porém complementares: o efeito da senescéncia nas
células imunes e o enfraguecimento das barreiras do organismo ocasionado
indiretamente pela senescéncia celular tecidual, favorecendo a liberacdo de

varias moléculas sinalizadoras as quais as células imunes respondem (8).
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Diversos tipos celulares sao afetados durante a imunossenescéncia como
células na medula 6ssea, o timo, os linfécitos maduros presentes no sangue
periférico e nos orgaos linfoides secundarios, além dos elementos do sistema
imunolégico inato como mondcitos, células natural killer (NK), e células
dendriticas e do sistema adaptativo como linfécitos B e T (9). Sendo assim, sabe-
se que aimunosenescéncia afeta tanto o sistema imune inato, quanto adaptativo,
porém evidéncias indicam que a imunidade inata se apresenta mais preservada

enquanto as alteragdes na imunidade adaptativa s&o mais significativas (9).

Esse estado atinge as subpopulacgdes celulares, os padrdes de secrecao
das citocinas, a tolerancia imunoldgica dentre outras fun¢gdes (10). Uma das
principais caracteristicas da senescéncia, o SASP, compromete fun¢des do
sistema imunoldgico, incluindo a eliminagéo de células senescentes. Além disso
induz a senescéncia das células vizinhas promovendo assim a senescéncia

celular de forma paracrina (8).

Além disso o envelhecimento € acompanhado por um estado de
inflamacdo, o termo inflammaging € utilizado para designar esse estado
inflamatorio relacionado ao envelhecimento, caracterizado como uma inflamacao
cronica, de baixo grau, e estéril (11). O inflammaging € um fator de risco
altamente significativo para morbidade e mortalidade em idosos, pois a maioria

das doencas compartilham uma patogénese inflamatéria (11).

Sabe-se que uma resposta inflamatéria pode ser iniciada em reposta a
traumas ou a infec¢des, por meio de células que apos ativadas liberam citocinas
como TNF-a e IL-6. Em relac&o ao envelhecimento foi demonstrado um aumento
de duas a quatro vezes dos niveis séricos de mediadores inflamatorios que
atuam como preditores de mortalidade independente da morbidade pré-existente
(12). Em adicéo, leucdcitos de individuos idosos produzem TNF-a em maior
concentracgdo, apos inducdo com lipopolissacarideo (LPS), quando comparados

com os leucacitos de individuos jovens (13).

Dessa forma, as inflama¢des cronicas, juntamente com a perda da
capacidade de resposta imune normal durante o envelhecimento, podem alterar
a imunocompeténcia e promover doencgas relacionadas ao envelhecimento (14).

Sabe-se que as células da polpa dentaria desempenham funcgbes
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imunomodulatérias. Considerando que as células da polpa dentéria também
sofrem alteracBes relacionadas a senescéncia celular, faz-se necesséario o
entendimento a respeito das alteracdes imunomodulatérias relacionadas as

células desse tecido.

1.3.Senescéncia e células da polpa dentaria

A polpa é constituida por um tecido conjuntivo frouxo, ndo mineralizado,
altamente vascularizado e inervado, localizado no interior do dente, na camara
pulpar e canais radiculares. Esse tecido € composto de um material gelatinoso,
de consisténcia viscosa, denominado de matriz extracelular composta por

proteoglicanos e glicoproteinas, entrelacados a feixes de fibras colagenas (15).

Derivada da crista neural craniana, a polpa € altamente especializada e
abriga uma variedade de células como fibroblastos, odontoblastos, células
vasculares, células mesenquimais indiferenciadas, células tronco da papila
apical, células inflamatdrias, neurdnios sensoriais e simpaticos (16). Esse tecido
€ dividido em quatro camadas: a primeira, mais externa, composta de
odontoblastos responsaveis pela producao de dentina além de papel importante
na em situacdes de defesa; a segunda camada, pobre em células e rica em
matriz extracelular; a terceira camada contém células progenitoras com
plasticidade e pluripoténcia; e a camada mais interna, que compreende a area

vascular e o plexo nervoso (15).

Essas células em condi¢cdes normais e de saude desempenham diversas
funcdes como capacidade de formacéo e regeneracao, resposta imunoldgica,
funcdes sensoriais e nutricdo (15). Porém, devido ao envelhecimento o tecido
pulpar pode perder essas funcdes ou diminuir algumas capacidades importantes.
Essas alteracdes incluem uma diminuicdo no tamanho e volume da polpa,
calcificacdo nas artérias pulpares, reducdo no numero de células (17),
diminuicdo na circulacdo sanguinea pulpar (18) e reducdo na sensibilidade

pulpar (19).
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Inflamacoes e
infecgoes pulpares

Proliferacao
Migragao
Diferenciagao celular
Resisténcia a apoptose

Capacidade de mineralizagédo
Envelhecimento

natural

Figura 1: Desenho esquematico ilustrativo das possiveis causas e

consequéncias da senescéncia celular em células da polpa dentaria.

Além das alteracdes ocasionadas pelo envelhecimento sabe-se que
situacOes estressantes como carie cronica, bruxismo, traumas de oclusdo e
trincas na estrutura dentaria foram citados como causas de estresse pulpar (20).
Essas condicOes inflamatorias fracas e crénicas podem levar a inducao de SASP
pelas células da polpa dentaria, causando alteracdes relacionadas a

senescéncia (21) (Figura 1).

Além do envelhecimento e estresse cronico diversos outros fatores ja tém
sido relatados na literatura como causa desse estado celular, como por exemplo
a diabetes. Apds a realizacdo da exposicdo de células pulpares a glicose,
semelhante a condicdo hiperglicémica em pacientes diabéticos, um estudo in
vitro demonstrou um aumento do nimero de células senescentes e uma reducéo
na capacidade de proliferacdo de células pulpares. Esse estudo sugere uma

relacdo causal da diabetes e senescéncia de células pulpares (22).

Da mesma maneira um estudo in vitro simulou a presenca de infecces
como fator causal da senescéncia celular. Apos repetidas exposi¢des de células

pulpares dentarias ao LPS, demonstrou-se que essas células apresentaram
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sinais de senescéncia celular e uma reducdo na capacidade proliferativa, além

do aumento de espécies reativas de oxigénio (23).

Em relacdo ao inflammaging na polpa dentaria, sabe-se que o
envelhecimento afeta a secrecdo de alguns fatores associados a senescéncia.
Células inflamatérias liberam citocinas como o fator de necrose tumoral-a (TNF-
a) que promove um processo de mineralizacdo da polpa dentaria (26). Isso
poderia explicar a geracéo de pontos de nucleacéo, que impulsionam a formagéao

de célculos pulpares em dentes de individuos idosos (27).

Alguns estudos ja analisaram reducées no comprimento dos telémeros
em células da polpa dentaria. Esse fenbmeno ja foi demonstrado devido ao
envelhecimento natural no qual foi possivel demonstrar a idade dos pacientes
por meio da analise telomérica por meio de qPCR (28-30). Em todos esses
estudos foi observado uma tendéncia de encurtamento dos teldmeros em
relacdo a progressdo da idade. Além disso, ja foi demonstrado danos aos
telébmeros apods a inducdo da senescéncia utilizando o peroxido de hidrogénio

(H202) (31) e a visfatina (32) como agentes indutores.

Ademais, como consequéncia desse estado celular ja foram
demonstradas reducdes na atividade da fosfatase alcalina (33), reducdo no
potencial de proliferacéo, diferenciacao celular e diferenciacéo neurogénica (34),
uma menor resisténcia a apoptose (35) e um aumento da atividade autofagica
(36).

Portanto, é razoavel afirmar que situaces comuns na cavidade bucal,
relacionadas ao envelhecimento e ao estresse cronico, podem levar a
senescéncia de células pulpares. Em adicdo pode-se inferir que esse estado
celular pode afetar os progndsticos de tratamentos clinicos conservadores, como
0 capeamento pulpar, devido a sua relagdo com as funcdes das células do tecido

pulpar dentério.
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2. JUSTIFICATIVA

As células da polpa dentaria desempenham func¢des importantes em
situacOes fisiologicas e em tratamentos conservadores. Estudos demonstram
gue a capacidade de defesa celular, além da capacidade de reparacéo, € afetada
pela senescéncia celular em diversos tecidos. Em adicdo, as alteracdes
observadas em relacdo ao sistema imunoldgico em tecidos do corpo humano
envelhecidos ou traumatizados, tornou comum na literatura termos como
imunosenescéncia e inflammaging os quais estdo relacionados a diversas
doencas do corpo humano. Diante disso, faz-se necesséario estudos que
demonstrem como a senescéncia celular afeta as func¢des dos tecidos dentais
incluindo os efeitos na resposta imune desses tecidos. Nesse sentido esse
estudo avaliou as altera¢cdes morfologicas, a capacidade proliferativa, migratoria
e imunomoduladora de células senescentes da polpa dentaria em relacdo a
células em estado proliferativo, buscando elucidar os danos causados pela
senescéncia e contribuir para novos estudos relacionados a senescéncia celular

nesses tecidos.
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo geral

Avaliacdo de alteracdes morfoldégicas e da capacidade proliferativa,
migratoria e imunomodulatéria de células humanas senescentes derivadas da
polpa dentaria, em comparacdo com a resposta de células em estado de

proliferacao.

3.2.0Objetivos especificos

e |solamento, cultura e expansao de culturas primarias de células pulpares
humanas.

e Realizar determinac&o do protocolo para inducdo da senescéncia celular
por meio do contato com doxorrubicina.

e Avaliar a atividade migratéria e proliferativa de culturas de células
senescentes em comparacdo com a cultura de células pulpares em
estado de proliferacao.

e Avaliar alteracdes relacionadas a morfologia celular de células pulpares
de senescentes e em estado de proliferacdo por meio de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV).

e Avaliar a producéo das citocinas fator de necrose tumoral (TNF-a), fator
de transformacédo do crescimento beta (TGF-), interleucinas (ILs) — 6 e
10 nas culturas de células pulpares senescentes e em estado de

proliferacdo, na auséncia e presenca de LPS e IFN-y.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Caracterizacao da pesquisa

O presente estudo foi uma avaliagdo quantitativa e qualitativa in vitro dos
efeitos da senescéncia celular na morfologia, na capacidade proliferativa e
migratéria e na resposta imunoinflamatéria mediada por LPS e/ou IFN-y,
mimetizando as possiveis consequéncias da senescéncia celular na polpa
dentaria em situacbes de saude e de inflamacédo/infeccdo. Para tanto, este
estudo foi dividido em 4 fases (Figura 2).

Fase 1: Confirmagao do protocolo de indugdo da senescéncia.

Fase 2: Avaliagdo qualitativa e quantitativa das alteragdes morfoldgicas

Fase 3: Avaliagdo quantitativa das alteragGes na capacidade migratdria e proliferativa

Fase 4: Avaliacdo quantitativa das alteracées na resposta imunoinflamatoria

Grupo controle Grupo controle
Grupo estimulado com LPS Grupo estimulado com LPS
Grupo estimulado com LPS e IFN-y Grupo estimulado com LPS e IFN-y

Figura 2: Fluxograma de desenvolvimento do trabalho.
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4.2.Caracterizacado da amostra

As amostras celulares foram coletadas de pacientes que tenham sido
encaminhados para extragdo de terceiros molares na clinica integrada do curso
de graduacdo da Universidade Catdlica de Brasilia (UCB). Um total de 60
pacientes foram convidados a participar da pesquisa, colaborando com a doacéo
do elemento dentario. Cada paciente preencheu anamnese e foi registrado em
seu prontuario todos os alertas sistémicos. Este projeto foi autorizado pelo
comité de ética em pesquisa humana da UCB (CEP/UCB: 4.714.331) (Anexo 1)
e 0s pacientes assinaram o termo de consentimento livre esclarecido. Todos os

preceitos éticos foram obedecidos.

4.3.Critério de inclusao

Foram incluidos no projeto, pacientes de ambos os sexos, encaminhados
para exodontia de terceiros molares higidos com apice aberto ou fechado,

inclusos ou semi-inclusos doados de pacientes com idade entre 18 e 30 anos.

4.4 Critérios de exclusao

Pacientes com idade inferior a 18 anos ou acima de 30 anos, com
terceiros molares afetados com lesdes cariosas ou doenca periodontal. Casos
em que ndo houve assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE).

4.5.Cultivo primario de células pulpares

As polpas dentarias foram obtidas a partir de terceiros molares integros

extraidos de pacientes adultos entre 18 e 30 anos. Os dentes extraidos foram
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imersos em meio de cultura DMEM para transporte, contendo 10% de soro
bovino fetal (SFB), 100 U.mL"* de penicilina, 100 ug.mL™* de estreptomicina e 1%
de anfotericina B. Os frascos contendo os dentes foram mantidos sob
refrigeracdo em caixa de isopor com gelo até 0 momento da remocéo dos tecidos
e cultivo priméario em fluxo laminar. No fluxo laminar, ap6s lavagem do dente com
PBS, os mesmos foram fraturados com auxilio de alicate ortoddntico. A polpa
dentéria coronaria e radicular foi cuidadosamente removida com auxilio de
pincas, limas manuais ou curetas periodontais. As polpas serédo lavadas com
PBS, contendo 100 U. mL* de penicilina, 100 ug. mL? de estreptomicina e 1 %
de anfotericina B. O tecido pulpar obtido foi dilacerado com lamina de bisturi,
imerso em uma solucdo contendo Colagenase Tipo | na concentragdo de 2
mg.mL* (Collagenase, Type |, poder, Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts,
EUA) e transferido para uma atmosfera umedecida contendo 5% de CO_, na
temperatura de 37 °C por 90 minutos. Apos a filtragem a solucéo foi centrifugada
a 1200 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds o pellet formado ser
ressuspendido em meio de cultura DMEM suplementado contendo 10% de soro
fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 100 uyg.mL* de penicilina
(Invitrogen, Grand Island, NY), 100 ug.mL* de estreptomicina (Invitrogen) e 2
ug.mL* de glutamina (GIBCO, Grand Island, NY, EUA) a suspensdao celular foi
transferida para um frasco de cultura com area de 25 cm? (Kasvi, Parana, Brasil)
em uma atmosfera umedecida contendo 5% de CO2, na temperatura de 37 °C.
Essas células foram subcultivadas conforme atingiam a confluéncia para

obtencao do numero de células suficiente para a realizacao do experimento (37).

4.6.Inducao da senescéncia celular

A inducdo da senescéncia celular foi realizada utlizando-se a
doxorrubicina (Doxorubicin hydrochloride, Sigma Aldrich, San Luis, Missouri,
EUA) na concentracdo de 500 pM. As células foram inseridas em placas de 6
pocos e apoés a confluéncia foi adicionado 1 pL por mL de doxorrubicina (500uM)
em meio DMEM (GIBCO) suplementado (conforme descrito) em cada poco e
mantido em contato com as células por um periodo de 24 horas (38). Os pocos

referentes ao grupo nao senescente foram mantidos apenas meio com meio
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DMEM suplementado, e ndo receberam a adicdo de doxorrubicina. Apos as 24
horas foi realizada troca do meio de cultura celular a cada 72 horas. No oitavo

dia foi realizado o ensaio de B-galactosidase para a confirmacéo desse protocolo

de inducéo.
Bl Células incubadas com meio DMEM + doxorrubicina
B Células incubadas com meio DMEM
B l | |
' e ' 72h ' 72h L
DIA1 DIA 2 DIAS DIA 8

Figura 3: Linha do tempo representativa dos tempos experimentais realizados no

protocolo de inducdo da senescéncia celular.

4.7.Ensaio de B-galactosidase para confirmacao da senescéncia celular

O ensaio de coloracéo da beta-galactosidase foi realizado com intuito de
confirmar a presenca de células com acumulo dessa enzima nos lisossomos, o
gue, segundo a literatura, € uma das caracteristicas apresentadas por células
senescentes (38). Apés a realizacdo do protocolo de inducédo da senescéncia
nos devidos grupos o meio de cultura foi removido, as células foram lavadas
duas vezes com PBS por 30 segundos. As células foram entéo fixadas com
solucéo de fixacdo (formaldeido 2%) por 5 minutos em temperatura ambiente e,
em seguida, lavadas com solucdo de PBS novamente. Posteriormente, foram
adicionados 150 pL de solucéo de coloracdo de X-Gal (40mM — solucéo de acido
citrico + fosfato de sédio, 5mM - hexacianoferato de potassio, 150mM — cloreto
de sddio, 2mM — cloreto de magnésio, 1mg/mL de X-Gal) por poco e as placas
foram envolvidas externamente com laminado e mantidas em incubadora a 37
°C overnight. Apés a incubacéo foi realizada a lavagem duas vezes com PBS
por 30 segundos e uma vez com metanol. Finalizado o tempo de coloracéo, as
células foram observadas e fotografadas em cada poco (regido central da placa)

sempre com o mesmo aumento, utilizando microscéopio de luz invertido com
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contraste de fase Axio Observer D1 (Zeiss). As células coradas e ndo coradas
do grupo exposto a doxorrubicina e do grupo ndo senescente foram

contabilizadas com auxilio do software Image J (NIH, Bethesda, MD).

4.8.Avaliagcao do potencial proliferativo

A avaliacdo do potencial proliferativo de células senescentes em
comparacao a células no estado proliferativo foi realizada por meio da técnica de
exclusdo do Azul de Tripano (39). O ensaio foi realizado apds os tempos
experimentais de Oh, 24h e 48h a fim de avaliar o potencial proliferativo. Obtidas
culturas confluentes de células pulpares, foi realizado sua tripsinizacdo e
ressuspensao celular em meio DMEM (Sigma Chemical) sem SFB (mesmas
condi¢cbes do ensaio de migracao celular). Em placas de 24 pocos, foram
adicionadas 1x10* de células pulpares em 1 mL de DMEM (Sigma Chemical)
sem SFB. Na sequéncia, completados os tempos experimentais, as células
foram ressuspensas e foi adicionado solugcéo a 0,4% do corante Azul de Tripan
(Sigma Chemicals), por 1 minuto. As células foram contadas imediatamente
utilizando camara de Neubauer (Brand GmbH, Wertheim, Alemanha). Todas as
contagens foram realizadas, utilizando trés réplicas técnicas e biolégicas de cada
amostra em cada tempo experimental e comparadas com o numero celular inicial

do experimento.

4.9.Avaliacdo da migracéao celular — método scratch

A avaliacdo da migracéo celular foi realizada pelo método de scratch (40).
Neste ensaio, as células (2,5 x 10° células por poco) foram semeadas em placas
de cultura de 6 pocos (Prolab) em meio DMEM (GIBCO), suplementado com 100
ug.mL* de penicilina (Invitrogen) e 100 pg.mL! estreptomicina (Invitrogen) e
10% de SFB (Cultilab), mantidas até formagc&o de uma monocamada confluente.
Apés, a inducdo da senescéncia nos devidos grupos, algumas das células

confluentes foram removidas da cultura, com uma ponta de micropipeta de 1000
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pL de plastico com um orificio grande, reproduzindo uma ferida no centro do
poco. As células restantes foram lavadas trés vezes com meio citado
anteriormente. Neste momento, o meio de cultura utlizado foi o DMEM
suplementado com 50 pug.mL! de penicilina e 50 uyg.mL?! de estreptomicina
isento de SFB. As culturas foram incubadas e monitoradas por até 48h.
Fotografias com auxilio de microscopia foram realizadas nos tempos de 0, 24 e
48h, para posteriormente serem analisadas. As imagens foram tratadas e as
células localizadas na regido da ferida foram contabilizadas com auxilio do
software Image J (NIH, Bethesda, MD).

4.10. Andlise da morfologia celular por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV)

A avaliacdo da morfologia celular apés a inducdo da senescéncia foi
realizada em microscopio eletrbnico de varredura (JSM-7000F Scanning
Microscope, JEOL, EUA). Para isso, laminulas de vidro redondas com 13 mm x
13 mm (Fisher Scientific, Suwanee, GA, EUA) foram posicionadas na base da
placa de 6 pocos (Prolab, S&o Paulo, SP, Brasil), antes do cultivo das células.
Em seguida, 2 mL de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de SFB
(Cultilab) foi inserido, seguido pelas células (2 x 10°). Ap6s 24h, foi realizada a
insercdo da doxorrubicina por 24h. Trocas do meio de cultura foram realizadas
a cada 72h por 7 dias. ApGs esse periodo, a laminula foi fixada em glutaraldeido
2,5% por 24h, seguindo por duas lavagens com cacodilato de sadio.
Posteriormente, as células foram fixadas em tetréxido de ésmio 1% por 30 min
em capela e realizado desidratacdo em solucdo de acetona 30, 50, 70, 95 e
100%. Apés secagem da laminula, esta foi metalizada e analisada em
microscopio eletrénico de varredura (JMST33A Scanning Microscope, 56 JEOL,
EUA) (41). As imagens foram captadas em aumentos de 2000x e 5000x para
avaliacdo das alteracdes morfolégicas causadas pela senescéncia. A analise
qguantitativa foi realizada em relacdo ao tamanho celular e ao numero de

prolongamento celulares através do software Image J.
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4.11. Avaliacdo da producdo de mediadores inflamatérios e anti-

inflamatdrios por células pulpares

A partir das culturas celulares em estado de senescéncia e em estado de
proliferacdo, ambos os grupos foram estimulados e apés o periodo de incubacéo,
foi avaliada a producédo de TNF-a, TGF-f3, ILs - 1a, 6 e 10. As concentragdes
destes mediadores foram determinadas pelo método de PCR em tempo real com
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, ThermoFisher
Scientific, Califérnia, EUA). Para realizacdo de um sistema in vitro que se
assemelhe ao processo inflamatorio pulpar foram utilizados estimulos com IFN-
y (Interferon-gama, Sigma Aldrich) e LPS (Lipopolysaccharides from Escherichia

coli, Sigma Aldrich) e a unido de ambos por 24 horas.

Extracdo de RNA pelo método TRIzol™

A fim de extrair o RNA das amostras foi realizado a extracdo de RNA das
células pelo método TRIzol™ (ThermoFisher Scientific, Califérnia, EUA) (42). Na
placa de cultura de 6 pocos onde as células foram mantidas e estimuladas foram
adicionados 1000 pL de TRIzol™ e realizada homogenizac&o. Todo o contetddo
do poco foi transferido para um tubo, ao qual foram adicionados 200 uL de
cloroformio (ThermoFisher Scientific). Os tubos foram agitados no vortex por 15
segundos e incubado por 3 minutos a temperatura ambiente. Foi realizada
centrifugacéo a 4 °C, a 12.000g, por 15 minutos. Apés a centrifugacédo, a fase
aquosa foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL, ao qual foi adicionado 500
ML de isopropanol (ThermoFisher Scientific). A mistura foi incubada por 10
minutos em temperatura ambiente. Apds a incubacdo, as amostras foram
centrifugadas a 4 °C, a 12.000g, por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado.
Entdo, 1000 pL de etanol 75% foi adicionado ao pellet. Os tubos foram agitados
no vortex e centrifugados a 4 °C, a 12.000 g, por 15 minutos. O sobrenadante foi

novamente descartado e o pellet de RNA mantido a temperatura ambiente até
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secar. Por fim, a esse pellet foi adicionado 23 pL de agua RNAse free

(ThermoFisher Scientific) e incubado a 55 °C.

Quantificacdo de RNA

A fim de determinar o volume de RNA de cada amostra a ser utilizado na
sintese de cDNA, o RNA foi quantificado no equipamento Qubit® (Invitrogen™
ThermoFisher Scientific, Califérnia, EUA) com o Qubit® RNA Buffer (Invitrogen™
ThermoFisher Scientific) e Qubit® RNA Reagent (Invitrogen™ ThermoFisher
Scientific) (222). Para cada quantificacéo, 1 pL do fluoréfolo foi adicionado e
homogeneizado a 199 uL do tamp&o. Deste volume, 199 pL foram adicionados
e homogeneizados a 1 yL da amostra, sendo estes incubados no escuro, em
temperatura ambiente, por dois minutos antes da leitura no equipamento. Apos
a quantificacéo, o aparelho permite calcular a concentracéo final de RNA, em

bg.mL1, a partir do volume inicial de amostra utilizado (1 uL).

PCR em tempo real

A analise de expressédo génica foi realizada por PCR em tempo real com
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, ThermoFisher
Scientific), a fim de verificar a expressao de genes indicativos de processos
inflamatorios e antiinflamatorios. Para essa andlise foram avaliadas a expressao
dos genes de TNF-q, IL-6, IL-10, TGF-B1 e GAPDH, como gene constitutivo. A
reacdo de quantificacdo foi preparada de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Cada reacao apresentou um volume final de 10 uL, sendo composto
por: 5 uL de SYBR Green; 0,5uL de primers sendo 0,25uL de primer de cada
gene (Tabela 1) e 2,5uL de Agua Nuclease free (ThermoFisher Scientific - KIT
SYBR™ Green PCR Master Mix). O equipamento utilizado foi o StepOne (Thermo

Fisher, Waltham, Massachusetts, EUA). No final dos ciclos, os resultados foram

analisados para determinar diferenca na expressdo dos genes nas amostras



33

testadas. Os niveis relativos de expressdo no grupo experimental foram
calculados por A (ACT) (ACTControle ~ACTExperimento).

GENE FOWARD REVERSE

GAPDH | TCAACGACCACTTTGTCAAGCTCAGCT | GGTGGTCCAGGGGTCTTAC
TGF-B1 | GCTGTATTTAAGGACACCGTGC TGACACAGAGATCCGCAGTC
TNF-a CACAGTGAAGTGCTGGCAAC GATCAAAGCTGTAGGCCCCA
IL-10 GGTGGTCCAGGGGTCTTAC ACTCTGCTGAAGGCATCTCG
IL-6 TCAATATTAGAGTCTCAACCCCCA TTCTCTTTCGTTCCCGGTGG

Tabela 1: Sequéncia dos primers de cada gene utilizados no ensaio de PCR.

4.12.

Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas técnicas e

biologicas. Os resultados foram submetidos ao calculo da média e desvio padrao

para cada experimento. Para os ensaios relacionados a morfologia, proliferacéo

e migracao foi realizada andlise estatistica utilizando o Teste T de Student. Para

0s ensaios relacionados a imunomodulacdo foi realizada a verificagcdo de

normalidade e posterior estatistica mediante a analise de variancia de um fator

(one way ANOVA) e quando necessario a analise de variancia de dois fatores

(two way ANOVA) e pos teste Bonferroni. As analises foram consideradas a um

nivel de significancia de 95%. A andlise estatistica foi realizada no software
Graph Pad Prism 5 (Califérnia, EUA).

5. RESULTADOS

5.1.Confirmacéo da inducéo da senescéncia celular

Para a confirmacdo da indugdo da senescéncia nas células da polpa

dentaria partir do protocolo de indugéo utilizando 1 uL/mL de doxorrubicina

(5004) em meio de cultura DMEM por 24 horas (38), foi realizado o ensaio de
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coloracdo de B-galactosidase. Foi possivel observar coloracdo de 98% das
células expostas a doxorrubicina em relagédo ao grupo ndo senescente (p<0,03,
Figura 4C). Essa coloracdo confirmou o estado celular necessario para 0s

ensaios subsequentes apos estimulacao com doxorrubicina (Figura 4).
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Figura 4: Células da polpa dentaria humana apds ensaio de coloracdo de B-
galactosidase. (A) Grupo ndo senescente. (B) Grupo exposto a doxorrubicina por
24 horas. Barra de escala: 100 um. (C) Numero de células senescentes da polpa
dentaria humana coradas em azul apés ensaio de coloracao de [3-galactosidase.

Diferencas estatisticas verificadas pelo Teste t de Student. *p < 0,03.
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5.2.Avaliacdo das alteracdes morfologicas das culturas de células da
polpa dentaria em estado de senescéncia em comparagdo com

células em proliferacéo

ApOs o estabelecimento dos grupos experimentais de células saudaveis
e senescentes da polpa dentaria, a morfologia celular foi avaliada por
microscopia eletrénica de varredura e microfotografias foram capturadas nos
aumentos 2000x e 5000x (Figura 5A). As imagens foram avaliadas considerando
dois parametros, o tamanho celular e a quantidade de prolongamentos celulares
a partir do software Image J. Foi possivel observar um aumento significativo do
tamanho celular e uma reducéo na quantidade de prolongamentos celulares em
células senescentes em relacéo ao grupo nao senescente (p<0,03, Figuras 5B e
5C).
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Figura 5: (A) Células da polpa dentaria humana fotografadas a partir de
microscoépio eletrénico de varredura. Cada linha representa o aumento utilizado
para analise das amostras. A primeira linha representa ampliacao de 2000x; a
segunda linha, ampliacdo de 5000x. A primeira coluna representa o grupo nao
senescente e a segunda coluna o grupo de células senescentes. (B) e (C)
Andlise quantitativa das imagens geradas a partir de microscopia eletrénica de
varredura das células da polpa dentaria humana senescentes em relacdo ao
grupo nao senescente considerando (A) o numero de prolongamentos celulares
e (B) o tamanho celular. Diferencas estatisticas verificadas pelo Teste t de
Student. *p < 0,03.
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5.3.Avaliacdo da capacidade proliferativa de culturas de células da
polpa dentaria em estado de senescéncia em comparagcdo com
células em proliferacéo

A avaliacdo do potencial proliferativo foi realizada apés a coloracdo de
exclusdo por Azul de Tripano. A coloracdo foi realizada ap6s os tempos
experimentais de 24h e 48h a fim de avaliar o potencial proliferativo, ao longo
dos tempos experimentais das células da polpa dentaria senescentes em
comparacao com as células em proliferacdo. O experimento foi realizado com
células da polpa na terceira passagem e foi observado um potencial proliferativo
significativamente menor no grupo senescente, incluindo uma reducéo de 36%
no tempo de 24h e de 35%, no tempo de 48h (p<0,05, Figura 6).

5 -2+ Controle
Senescente

0 | 1

Numero de células em proliferagdo (x10%)

0 24 48
Tempo (h)

Figura 6: Avaliacdo do potencial proliferativo de cultura de células pulpares
primarias saudaveis e senescentes, apos 24 e 48 horas, por contagem de células
vivas coradas por Azul de Tripano. Diferencas estatisticas verificadas pelo Teste
t de Student. *p < 0,05.
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5.4.Avaliacdo da atividade migratoria de culturas de células da polpa
dentaria em estado de senescéncia em comparagdo com ceélulas em

proliferagao

O comportamento migratorio das culturas priméarias de células da polpa
dentéria senescentes foi avaliado em comparacéo com células em proliferagéo.
Sendo que, as células da polpa dentéria foram utilizadas na terceira passagem
e apols a realizacdo do rompimento da adesdo celular, as fotografias foram
adquiridas nos tempos de 24 e 48h. O parametro avaliado foi o valor absoluto de
células migradas para o interior da ferida, em cada grupo experimental nos
diferentes tempos descritos. A contagem foi realizada utilizando o software
Image J. Foi observada uma diminuicdo na capacidade migratéria no grupo
senescente em relagcdo ao grupo ndo senescente em ambos 0S tempos

experimentais (p<0,05, Figura 7).
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Figura 7: (A) Imagens representativas do ensaio de migracéao celular, utilizando
0 método scratch. Os pontos denotam a presenca de células dentro da ferida.
As linhas verticais correspondem ao local onde a ferida foi realizada. A avaliacdo
da migracgéo foi realizada apos 24h e 48h. As colunas representaram cada grupo
testado. (B) Avaliacdo do potencial migratorio de cultura de células pulpares
primarias saudaveis e senescentes, por contagem de células migradas para
ferida por scratch assay, apos 24 e 48 horas. Diferencgas estatisticas verificadas
pelo Teste t de Student. *p < 0,05.
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5.5.Avaliacdo da producdo de mediadores inflamatérios e anti-

inflamatdrios por células pulpares

5.5.1. Avaliacdo da expressao do fator de necrose tumoral (TNF-a)

A expressdo do gene TNF-a em culturas de células saudaveis e
senescentes expostas aos estimulos de LPS e IFN-y foi avaliada ap6s 24h de
incubacéao (Figuras 8 e 12). Observou-se uma maior expressao do gene no grupo
ndo estimulado, quando se comparou a sua expressdao pelas células

senescentes e células saudaveis (Figura 8C, p<0,01).

(A) (B)
0.20 0.20
5 5
o - o -
5 0.15 g 0.15
3 v e T
L <= 0.104 L = 0.10
Z8 Z8
2 @
2 0.054 2 0.05-
[} e}
x X
w Ll
0.00- 0.00 T T T
Controle LPS LPS +IFN-y Controle LPS LPS + IFN-y
(©)
0.20+ -
T
£
< 0157
2
1 >
l-zl- 5 0.10+
@
[}
1]
2 0.054
S
e
m i
0.00- S

Controle LPS LPS +IFN-y
Figura 8: (A) Expressdo do gene TNF-a nas amostras de culturas de células
pulpares primarias saudaveis estimuladas com LPS e IFN-y (1 ug.mL?), apés
24h de incubacdo. (B) Expressdo de TNF-a nas amostras de células pulpares
primarias senescentes nas mesmas condi¢cdes. (C) Analise comparativa da
expressdo de TNF-a nas amostras de células pulpares priméarias saudaveis e
senescentes. Os graficos representam a média e desvio padréo da contagem de
trés réplicas bioldgicas em triplicata. **p<0,01 representa diferenca estatistica

verificada pelo teste two-way ANOVA e pos teste Bonferroni.
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5.5.2. Avaliacdo da expresséao de interleucina-10 (IL-10)

A expressdo do gene anti-inflamatério IL-10 em cultura de células
saudaveis e senescentes expostas aos estimulos de LPS e IFN-y foi avaliada
apos 24h de incubacéao (Figuras 9 e 12). Observou-se uma maior expressao do
gene nas células senescentes estimuladas com LPS, em relacdo ao grupo de
células senescentes ndo estimuladas (*p<0,05, Figura 9B). Em adicdo, uma
reducdo foi observada na auséncia de estimulos inflamatérios nas culturas de
células senescentes em comparagdo com células saudaveis (**p<0,01, Figura
90).
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Figura 9: (A) Expressdo do gene IL-10 nas amostras de culturas de células
pulpares primarias saudaveis estimuladas com LPS e IFN-y (1 ug.mL?), apés
24h de incubacao. (B) Expressdo de IL-10 nas amostras de células pulpares
primarias senescentes nas mesmas condi¢cdes. (C) Analise comparativa da
expressdo de IL-10 nas amostras de células pulpares priméarias saudaveis e
senescentes. Os gréaficos representam a média e desvio padréo da contagem de
trés réplicas bioldgicas em triplicata. *p<0,05 e **p<0,01 representam diferenca

estatistica verificada pelo teste two-way ANOVA e pdés teste Bonferroni.
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5.5.3. Avaliacdo da expressao de interleucina-6 (IL-6)

A expressdo do gene inflamatério IL-6 em células saudaveis e
senescentes expostas aos estimulos de LPS e IFN-y foi avaliada apds 24h de
incubacéao (Figuras 10 e 12). Observou-se uma maior expressao do gene pelas
células saudaveis estimuladas com LPS e uma diminuicdo desta expressao,
pelas células saudaveis estimuladas com LPS e IFN-y, em relagédo ao grupo nao
senescente (p<0,05, Figura 10A). O aumento da expressdo génica também foi
observado no grupo de células senescentes em relacdo ao grupo de células

saudaveis, na auséncia de estimulo inflamatério (p<0,05 Figura 10C).
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Figura 10: (A) Expressdo do gene IL-6 nas amostras de culturas de células
pulpares primarias saudaveis estimuladas com LPS e IFN-y (1 yg.mL%), apés
24h de incubacado. (B) Expressdo de IL-6 nas amostras de células pulpares
primarias senescentes nas mesmas condi¢cdes. (C) Analise comparativa da
expressdo de IL-6 nas amostras de células pulpares priméarias saudaveis e
senescentes. Os graficos representam a média e desvio padréo da contagem de
trés réplicas biolodgicas em triplicata. *p<0,05 representam diferenca estatistica

verificada pelo teste two-way ANOVA e pos teste Bonferroni.
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5.5.4. Avaliagdo da expressdo do fator de crescimento
transformador beta 1 (TGF-B1)

A expressao do gene TGF-B1 por células saudaveis e senescentes
expostas aos estimulos de LPS e IFN-y foi avaliada apds 24h de incubacgéo
(Figuras 11 e 12). Observou-se uma reducdo na expressao do gene no grupo
nao senescente, quando as culturas foram estimuladas com LPS e um aumento
na expressao génica quando as culturas foram estimuladas com LPS e IFN-y,
em relagdo ao grupo nado senescente (*p<0,05, Figura 11A). De forma
semelhante, em células senescentes, também foi observada reducdo na
expressao génica nas culturas estimuladas com LPS e IFN-y, em relacdo ao
grupo nao senescente (*p<0,05, Figura 11B). Em adicéo, houve uma reducao na
expressdo do gene em ceélulas senescentes em todas as situacoes
experimentais testadas, quando comparado as culturas de células saudaveis
(*p=<0,05, Figura 11C).
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Figura 11: (A) Expressao do gene TGF-B1 nas amostras de culturas de células
pulpares primarias saudaveis estimuladas com LPS e IFN-y (1 ug.mL?), apés
24h de incubacéao. (B) Expressédo de TGF-B1 nas amostras de células pulpares
primarias senescentes nas mesmas condi¢cdes. (C) Analise comparativa da
expressdo TGF-B1 nas amostras de células pulpares priméarias saudaveis e
senescentes. Os graficos representam a média e desvio padréo da contagem de
trés réplicas biologicas em triplicata. *p<0,05 representa diferenca estatistica

verificada pelo teste two-way ANOVA e pos teste Bonferroni.
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Figura 12: Heatmap indicando a variacdo do nivel de expressao génica de TNF-
a, IL-10, IL-6, TGF-B1 por células da polpa dentaria humana em estado
proliferativo e senescente nas diferentes condi¢Bes inflamatérias in vitro:

estimulo com LPS (1 pg.mL?), com e sem IFN-y (1 yg.mL™?).



47

6. DISCUSSAO

A preservacédo da saude do tecido pulpar é primordial para a manutencao
das fun¢des do complexo dentino-pulpar como capacidade formadora, nutritiva,
defensiva e sensorial (15). Ao longo da vida do paciente, diferentes estimulos
orais podem levar a alteracbes no tecido pulpar, como a ocorréncia de carie,
realizacdo de restauracdes, doenca periodontal, traumatismos dentais, trauma
oclusal, dentre outros (15,43,44). Todos estes exemplos podem levar a
alteracoes pulpares, culminando na senescéncia deste tecido. A senescéncia
celular é caracterizada por uma parada irreversivel no ciclo celular, além de
alteracdoes morfolégicas, metabdlicas, lisossomais, e nos fatores de secrecéo
(45). Assim, uma polpa senescente apresenta alteragcbes em suas funcdes
defensivas e sensoriais, fatores essenciais para 0 sucesso de tratamentos

endodonticos conservadores (46).

Sabe-se que frente a estimulos externos, a polpa dentaria é o tecido que
apresenta capacidade de defesa (47). Essas reacdes de defesa pulpar podem
culminar em uma resposta regressiva ou uma resposta inflamatoéria, a depender
da intensidade e duracédo do estimulo, e da situacéo clinica do tecido pulpar e
orgao dental. As reacdes inflamatérias pulpares culminam nos quadros clinicos
de pulpite, que na grande maioria dos casos, inviabilizam a realizacdo de um
tratamento conservador. Ja as alteracdes regressivas sao caracterizadas pela
formacdo de nodulos pulpares, calcificacdes difusas e reabsorcfes externas e
internas (47,48).

Dessa forma, para que um tratamento conservador culmine em sucesso
€ necessario o equilibrio das respostas de defesa do tecido pulpar, para que a
regeneracao e o reparo do complexo dentino-polpa ocorram (46). Os eventos de
migracdo celular, proliferacéo, diferenciacdo de células especializadas estéo
relacionados ao processo de resposta imunoinflamatéria e devem ocorrer de
maneira eficaz e controlada para o sucesso do tratamento endodoéntico
conservador (49). Dessa forma, pode-se afirmar que as células da polpa dentéria
precisam estar em um estado de saude para desempenhar suas fung¢des de

defesa (46). Porém, diferentes situacfes clinicas podem levar a senescéncia
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celular, podendo afetar o desempenho das defesas pulpares, muitas vezes
comprometendo o0 sucesso clinico de procedimentos endodénticos

conservadores.

Desta forma, para melhor entendimento das alteragGes ocasionadas pela
senescéncia nas células da polpa dentaria humana, um modelo de senescéncia
foi estabelecido. Neste modelo, a indugdo da senescéncia celular foi
estabelecida pelo uso da doxorrubicina. A doxorrubicina é um agente
antineoplasico bem estabelecido na literatura como agente indutor da
senescéncia, sendo utilizada como protocolo de indugcdo em diversos tipos
celulares, incluindo fibroblastos (50) e células pulpares (38). Assim, em nosso
modelo experimental, a doxorrubicina diluida em meio de cultura celular foi
utilizada como agente indutor da senescéncia em culturas de células primarias

pulpares humanas.

Para a confirmacéo da inducéo do processo de senescéncia o0 ensaio de
B-galactosidase foi realizado nas culturas, apos 7 dias, por ser a coloracdo mais
bem descrita para analise de senescéncia (51,52). Alguns estudos utilizam essa
metodologia apenas para observacdo visual das células coradas (52), outros
estudos utilizam a contagem das células coradas para comparacao entre 0s
estados celulares (53). Um estudo sugeriu, para fibroblastos, o valor de 80% de
células coradas como indicador de senescéncia em cultura (54). Neste estudo,
guase 99% das células apos inducéo da senescéncia apresentaram aumento da
atividade da [B-galactosidase nos lisossomos, em relacdo as culturas nao

senescentes.

Além do aumento da atividade da [-galactosidase, diversas outras
caracteristicas sédo relacionadas a células senescentes e frequentemente
usadas para identifica-las, como mudancas na morfologia celular (55). As células
senescentes sdo normalmente aumentadas, achatadas, multinucleadas e
vacuolizadas (56). Nesse trabalho, por meio de fotografias obtidas por MEV foi
possivel analisar quantitativamente dois critérios de alteracdo morfologica. Em
relacdo ao tamanho celular, foi observado que as células senescentes se
apresentavam maiores, em comparacao com as células saudaveis, confirmando
mais um parametro das caracteristicas de senescéncia, ja estabelecido na

literatura. Em adicdo, foi observado um menor nimero de prolongamentos
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celulares nas culturas senescentes em comparacdo com as culturas nao
senescentes. Sabe-se que as extensdes celulares desempenham um papel
importante em varios processos fundamentais, incluindo remodelagéo
regulatéria da matriz (57) e cicatrizacao de feridas (58), indicando uma possivel
reducdo nas funcdes das células senescentes. Porém, mais estudos sdo
necessarios acerca das consequéncias dessas alteracdes morfoldgicas, tanto
relacionadas ao tamanho celular aumentado, quanto a diminuicédo das extensdes
celulares, pois o significado e as consequéncias funcionais dessas alteracdes

ainda nao foram completamente esclarecidos.

Outro ponto de grande importancia para o reparo tecidual, é a capacidade
proliferativa e migratoria (49). Nesse estudo foi observado que as células
senescentes proliferaram menos do que as células saudaveis, apos 48 horas,
demonstrando uma reducdo na capacidade proliferativa. Sabe-se que a
senescéncia é caracterizada por uma parada irreversivel no ciclo celular e a
reducdo na capacidade proliferativa € uma das marcas tipicas desse estado (1).
Fato também observado previamente em culturas de células-tronco da polpa
dentaria em estado de senescéncia (59). Da mesma forma, também foi
observado que as células senescentes apresentaram menor potencial migratério
gue as células saudaveis. Em adicdo, um estudo realizado com células tronco
da polpa dentaria de pacientes entre 12-16 e 50-65 anos de idade demonstrou
uma reducdo na capacidade migratéria relacionada a senescéncia (60),

corroborando os resultados obtidos nesse trabalho.

Considerando a importancia dos eventos relacionados a resposta imune
da polpa dentaria e as alteracdes imunomodulatérias ja observadas em células
senescentes esse trabalho avaliou a expresséao das citocinas TNF-a, IL-6, 1L-10
e TGF-B1. A analise da expressdo destes mediadores foi avaliada apos o
estabelecimento de simulacao inflamatoria in vitro, com estimulos de LPS com e
sem IFN-y. O LPS é uma molécula que se encontra abundantemente na
membrana externa das bactérias gram-negativas e possui envolvimento no
processo inflamatério por meio da promocéo de respostas bioldgicas (61). Ja o
IFN-y estimula redes intra e intercelulares a fim de regular a imunidade inata e
adquirida além de regular positivamente uma variedade de parametros pré-

inflamatorios (62). Esses estimulos foram escolhidos por simularem uma
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condicéo classica de resposta ao processo inflamatério, situagdes ja simuladas

previamente em outros estudos in vitro (63—65).

J& foi relatado que os estimulos microbianos ou de trauma induzem a
liberagdo de TNF-a, uma citocina considerada como marcador de inflamacéo
precoce (66). Em adicdo o TNF-a também esta relacionado ao inflammaging e a
um aumento constante da resposta inflamatéria basal (8). Da mesma forma,
também ja foi relatado um aumento na expressao de TNF-a, relacionado ao
envelhecimento de células dendriticas (67). Corroborando aos resultados ja
relatados na literatura nesse estudo foi observado um aumento da expresséao de
TNF-a em células pulpares senescentes em relacdo ao grupo nao senescente.
Porém, em situacao simulada de uma resposta imunoinflamatéria (estimulo com
LPS e IFN-y) néo foi observada diferenca significativa na expresséo do gene por

células senescentes em relacéo ao grupo nao senescente.

A IL-6 € uma citocina relacionada tanto a acdes anti-inflamatérias como
pré-inflamatérias. Estudos também mostram a IL-6 como protagonista durante a
atividade inflamatoria cronica, na qual atua como mediadora entre as fases
aguda e cronica (68). Em adicéo, é considerada um dos principais mediadores
de resposta do hospedeiro apds agressoes (8). Estudos ja relataram uma maior
presenca de IL-6 em dentes com carie profunda em comparacdo com polpas de
dentes higidos normais (69) e reducdo da expressdo desse gene apoés
tratamento restaurador (70). Em relacdo a senescéncia, essa citocina esta
associada a producdo de proteina C reativa contribuindo para um perfil
inflamatorio (8). Neste estudo foi observado uma maior expressao do gene em
células senescentes em relacdo ao grupo ndo senescente, sugerindo um perfil
inflamatoério exacerbado. Este resultado corrobora com o0s quadros de
“inflammaging”, no qual a expressdo da citocina IL-6 também esta aumentada
(71). Porém nao foi observada diferenca significativa entre células senescentes

e saudaveis nos grupos estimulados com LPS e IFN-y.

Por outro lado, a IL-10 € uma citocina anti-inflamatoria classica e esta
relacionada a regulacéo da integridade e homeostase tecidual, reduzindo a
inflamacdo e atuando no reparo tecidual (72). Sua acdo em resposta a

inflamacéo ocorre por meio de uma sinalizacéo que inibe a producéo de citocinas
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inflamatorias, fatores estimuladores de coldnias e varias quimiocinas em
mondocitos e macrofagos (72). Neste estudo foi possivel observar um aumento
dessa citocina em células saudaveis no grupo em que foi simulada uma situagéo
infecciosa, ou seja, apds o estimulo com LPS. Esse resultado corrobora com a
funcéo da citocina devido a sua acéao anti-inflamatéria. Em adicao, foi observada
uma reducdo na expressdo quando comparada a expressao por células
senescentes em relacdo a células saudaveis, sugerindo uma supressao na
resposta anti-inflamatéria das células senescentes. Essa diminuicdo na
expressdo da citocina anti-inflamatéria também corrobora com o quadro de
“‘inflammaging” (71). Este fato sugere um restabelecimento do equilibrio da
resposta inflamatéria mais lento nas células senescentes o que possivelmente
em um contexto de tratamento conservador, afetaria o prognoéstico do

tratamento.

Caminhando no processo de reparo, o TGF- é uma molécula
sinalizadora que induz a proliferacao celular, diferenciacao celular, quimiotaxia
em monaocitos e células epiteliais, mesenquimais e neuronais (73). Em adicéo é
considerado um potente regulador de respostas pro-inflamatorias e reacdes
defensivas do complexo dentina-polpa (74). Um estudo demonstrou um efeito
positivo do TGF-B1 na proliferacéo e ciclo celular (75). Neste trabalho foi possivel
observar uma reducéo na expressao de TGF-B1 quando comparada a expressao
por células senescentes em relacdo a células saudaveis, incluindo os grupos
experimentais contendo LPS e IFN-y, esse resultado corrobora com a reducéo
do potencial proliferativo e de diferenciacdo. Este fato também pode contribuir
negativamente para o sucesso de procedimentos endodénticos conservadores

realizados em uma polpa senescente.

Assim, este trabalho demonstrou que as células dentarias pulpares
humanas em estado de senescéncia celular apresentam alteracées relacionadas
a morfologia, além de uma reducédo na capacidade de proliferagcdo e migragao.
Em adicdo, notou-se um aumento da expressdo de genes relacionados a
inflamacédo e reducdo nos genes anti-inflamatérios, sugerindo uma situacao
inflamatoria exacerbada associada a imunossupressao. Dessa forma, pode-se
inferir que possivelmente ha um declinio geral das fungfes celulares do tecido

pulpar dentario o que possivelmente pode afetar tratamentos clinicos
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conservadores. Entretanto, limitacdes podem ser observadas neste estudo, além
das limitacBes por se tratar de um trabalho in vitro a analise da expressao génica
para TNF-q, IL-6, IL-10 ndo demonstrou diferenca estatistica entre os grupos que
simularam uma situacao inflamatéria por meio dos estimulos com LPS e IFN-y.
Sendo assim, considerando essas limitagcbes e uma vez que existem outras
possiveis alteracdes relacionadas a senescéncia em células pulpares, novos

estudos sao necessarios.

A temética de senescéncia pulpar ndo € um assunto com um volume
grande de informagdes na literatura. Em uma busca no Pubmed relacionando os
termos: senescéncia em células pulpares, observamos apenas 30 estudos
(busca realizada em: 23/11/2022). Desta forma, pouco se sabe sobre como os
efeitos agressores pulpares se relacionam aos processos de senescéncia e
como estas alteracdes celulares podem repercutir ao longo das respostas
pulpares em procedimentos endododnticos conservadores. De forma semelhante,
pouco se sabe sobre os processos de senescéncia em células do ligamento
periodontal ou células da papila apical que também podem ter repercussdes em
processos cicatriciais do periodonto apical ou lateral, assim como em
procedimentos endoddnticos regenerativos. Assim, este trabalho deu inicio a
uma linha de pesquisa no nosso laboratério, relacionada aos efeitos da
senescéncia em diferentes células do elemento dental e da importancia de se
desenvolver estratégias para controle deste processo ao longo do tempo. Desta
forma, as perspectivas do trabalho estdo relacionadas ao melhor entendimento
das alteracdes causadas pela senescéncia celular em todos os tecidos dentarios
e possiveis consequéncias em tratamentos clinicos, além do desenvolvimento

de métodos para prevenir esse estado celular.
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7. CONCLUSAO

Pode-se concluir que:

e A senescéncia celular esta relacionada a uma alteracao da morfologia
de células pulpares, aumentando o tamanho celular e reduzindo o
namero de prolongamentos celulares.

e A capacidade de proliferacdo e de migracédo celular se apresentou
reduzida em células senescentes da polpa dentéria.

e Observou-se um aumento na expressao das citocinas inflamatérias
TNF-a e IL-6 por células senescentes e uma reducao na expressao da
citocinas anti-inflamatorias 1L-10 e TGF-B1 por células senescentes.

e As situacdes experimentais envolvendo uma situagéo inflamatoria ndo

demonstraram diferenga estatistica significativa.
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ABSTRACT

Dental pulp under physiological conditions has a defense function, repair
capacity, and important mechanisms in pathological processes. In addition, the
dental papilla is involved in important defense processes and an essential
function in the pulp revascularization process. It is known that dental pulp and
apical papilla undergo a natural aging process, in addition to stressful situations
such as bruxism, inflammation, and infections. Both aging and stressful situations
can lead to cellular senescence. Some evidence indicates that the changes
resulting from this cellular state can directly affect the efficiency of cells in these
tissues and affect conservative and regenerative clinical treatments. Thus, it is
necessary to understand the causes and consequences of cellular senescence
in addition to the development of methods for senescence prevention. This review
aims to provide an overview of possible causes and consequences of
senescence in dental pulp and stem cells from apical papilla and discusses

possible methods to prevent this cellular state.
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INTRODUCTION

Dental pulp and apical papilla cells present important functions for dental health,
and their condition makes an essential contribution to the effectiveness of
different clinical treatments. Different cells compose the pulp tissue and each one
is related to a pulp function. Defense cells (such as T lymphocytes, macrophages,
and dendritic cells) are responsible for immunity, participating in the process of
phagocytosis of cellular debris and pulp irritants, producing cytokines, growth
factors, and acting as presenters of antigens to the other defense cells [1]. On
the other hand, fibroblasts are involved in the formation of collagen fibers and
pulp tissue matrix proteins [2]. Finally, ectomesenchyme cells can differentiate

into adipose, bone, dentin, cartilaginous and nervous tissue [2].
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In a healthy pulp situation and in the absence of noxious stimuli, the pulpal
defense, sensory and repair functions are on alert but not activated [2]. However,
different stimuli can activate a pulp response which may affect the effectiveness
of conservative treatments, and even endodontic treatment due to the absence
of pulp obliterations and calcifications. In addition, the health of apical papilla may
affect the effectiveness of endodontic regenerative therapy [3], since stem cells
from apical papilla (SCAPS) act on the formation of dental pulp and root [4]. It has
been known that SCAPs present two to three times greater proliferation and

differentiation capacity when compared to ectomesenchyme pulp cells [4].

However, cellular senescence can affect all these functions of dental pulp and
apical papilla cells. In addition to harming dental health, the senescence of these
cells can directly affect the effectiveness of clinical treatments that depend on
tissue functionality. Thus, some studies are already under development to
prevent or reverse the process of senescence in these cells [5, 6]. As such, this
review specifically addresses what is known about the causes and consequences
of cellular senescence in these cells, in addition to providing suggestions for

prevention or reversal of this process.

CELLULAR SENESCENCE

Senescence can be defined as a permanent state of cell cycle arrest, and it is
believed to have evolved initially to limit the proliferation of old or damaged cells.
However, cellular senescence has been shown to contribute to aging and age-
related diseases [7]. The intrinsic and extrinsic mechanisms of cellular
senescence are known. Replicative senescence is associated with the cell's
replication threshold (Hayflick threshold) and is triggered by telomere shortening.
The other pathway, known as stress-induced premature senescence, can be
induced by extrinsic stressors such as DNA damage and oxidative stress,
bringing about early cell cycle arrest [8].

Typical hallmarks of cellular senescence include increased cell morphology,
shortened telomere length, upregulated expression by p21, p16, and p53 genes,

high levels of reactive oxygen species, and high senescence associated with 3-
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galactosidase activity [9]. In addition, senescent cells show altered intracellular
protein expression, altered responses to growth factors, and altered secretion
profiles, such as the production of pro-inflammatory cytokines, which contribute
to aging and the progression of age-related diseases [9].

This cellular state is related to several diseases such as fibrosis, type 2 diabetes,
cirrhosis, cardiovascular diseases, osteoarthritis, and kidney dysfunction [10].
Methods of prevention and regulation of this cellular state have also been
researched [11]. Itis still necessary to understand the senescence process better
and explore methods to prevent this state in dental tissue cells.

SENESCENCE OF DENTAL PULP

Dental pulp undergoes biological and molecular changes with age. These
changes include a decrease in pulp size and volume, calcification in pulpal
arteries, a reduction in the number of cells [12], a decrease in pulpal blood
circulation [13], and a reduction in pulp sensitivity [14]. In addition, stressful
situations such as chronic caries, bruxism, traumas from occlusion and cracks in
tooth structure have been cited as causes of pulpal stress [15]. These weak and
chronic inflammatory conditions might lead to the induction of senescence-
associated secretory phenotype (SASP) factors by dental pulp cells, thereby

causing senescence alterations (Figure 01) [16].

Senescence caused by age and stressful situations can possibly affect important
functions of cells, such as repair and response functions, and may also affect the
efficacy of conservative treatments, such as pulp capping. With advancing age,
dental pulp cells show reductions in proliferation and alkaline phosphatase
activity, thereby indicating impaired restoration of injured pulp tissue [17].
Senescence of dental pulp cells induced by replicative and premature stress
shows a decrease in odontogenic markers such as dentin sialophosphoprotein
and dentin matrix-1, and osteogenic markers such as bone morphogenetic
protein-2 and -7, runt-related transcription factor-2, osteopontin, alkaline
phosphatase activity, and mineralized nodule formation. All these facts indicate

that a decline in physiological pulp activity impairs age-related changes in dentin
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function through senescence as an accumulation of oxidative stress. This
process is accompanied by age-related pathologic conditions such as chronic

inflammation [18].

Besides repair and response functions, senescence can also affect the protective
events of pulp. Different mediators are involved in these protective event[19]
among these, tumor necrosis factor (TNF)-a is an inflammatory cytokine derived
from immune cells [1]. Itis known that the TNF-a concentration increases in older
people’s blood, compared to younger ones [20]. A study evaluated the
association of TNF-a with odontoblastic differentiation in young and aged pulp
cells. This study demonstrated that TNF-a promoted the odontoblastic
differentiation of senescent dental pulp cells and suggests that the pulp
chamber's calcification with age may be related to increased reactivity of pulp
cells to TNF-a [21].

To better understand the mechanism of the ageing process within dental pulp, a
study was conducted to establish whether autophagy is involved. Another study
demonstrated a relationship between senescence and autophagy in pulp cells. In
this study, autophagic protein marker (LC3-P and Beclin 1) expression increased
in senescent DPCs compared to young cells, and transmission electron
microscopy analysis revealed that senescent DPCs had more autophagic

vacuoles [22].

It is known that several pathological and clinical situations can lead to pulp
damage, such as inflammation and infection due to the presence of
microorganisms or trauma, in addition to iatrogenic events during dental
procedures [19, 23]. To date, no study has enumerated the different causes that
can progress to a state of pulpal senescence. However, it is possible to assume
that senescence reduces dental pulp repair and defense, and that the aging
process could affect nutritional and vascularization capacity. Nonetheless, no
studies report the influences of senescence on necrosis, apoptosis, or the
immunomodulatory and sensory capacity of the dental pulp. Therefore, a better
understanding of cellular senescence and its causes and consequences in the
pulp environment is necessary. It may contribute to the future development of
therapeutic strategies that enable improvements in the quality of dental

treatments and prevention of senescence throughout life.
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SENESCENCE AND APICAL PAPILLA

Conservative therapies, such as regenerative therapy that recovers the dentin-
pulp complex, are increasingly attracting attention in endodontics [3, 24, 25].
Recent developments in tissue engineering have enabled researchers to shed
light on the process of dentin-pulp regeneration, which involves the use of stem
cells [26]. Stem cells from the apical papilla (SCAP), a group of dental stem cells
related to developing roots, have been shown to be a promising tool for
regenerative endodontic procedures and regeneration in general [27]. However,

senescence is a barrier in this treatment [28, 29].

The function and proliferative potential of stem cells declines with age [30]
besides exhibiting typical senescence features such as enlarged cell shape,
decreased proliferation, and decreased differentiation potential [31] (Figure 01).
In addition, increases in SA-B-gal activity and p16INK4A expression were also
noticed in aged stem cells when compared to cells from younger individuals [31].
Aging also affects the ability of stem cells to contribute to mineralization
processes. In fact, decreased osteogenic potential was observed in aged human
DPSCs [32]. This decrease has been associated with changes in expression of
bone-related genes, such as BMP2, 3-catenin, RUNX2 and BGLAP [32].

In addition to their important differentiation potential, stem cells have a
remarkable capacity for inhibiting the immune response, an activity known
generally as immunomodulation or immunoregulation [33]. Recently, a study
addressed how cellular senescence influences the therapeutic potential of stem
cells, testing their immunoregulatory activity in vitro and in vivo [34]. Senescence
abrogated the stem cells’ protective immunoregulatory function effect in a mouse

model of sepsis [34].

In this way, for an effective therapeutic alternative based on stem cells, like
regenerative therapies, proper cell migration is crucial [35]. However, a study
shows that a migratory defect in senescent stem cells was associated with their

altered immunomodulation ability [35]. Thus, it can be said that senescence
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affects the immunomodulatory capacity, migration capacity and proliferation of
stem cells. These are essential functions for adequate regenerative therapy.
Therefore, further studies are needed to understand the causes of senescence,

as well as studies to prevent senescence in these cell types.

PREVENTION OF CELLULAR SENESCENCE

Senescence caused by aging and stress is harmful to several cellular functions
of the dental pulp and apical papilla, impairing their main functions (Figure 01).
Studies have been successfully developed in different tissues of the human body,
through different mechanisms, to prevent or attenuate this cellular state (Table
01).

Deferoxamine mesylate was shown to be effective in reversing the senescence
of bone marrow stromal cells in rats [36]. This was stated due to decreased levels
of 3-galactosidase, reduced levels of ROS and reduced levels in the expression
of stemness/senescence-associated genes after treatment [36]. Similarly, YAP1-
gene knockdown inhibits alveolar-epithelial-cell senescence, as determined by 13-
galactosidase staining, and alleviates ldiopathic Pulmonary Fibrosis (IPF) in
mice. This reduction alleviated the clinical symptoms of IPF mice, as determined

by body weight and lung index [37].

Cellular senescence is harmful to dental tissues and can be a barrier to
conservative treatments. Because of this, some studies have been conducted
with the objective of preventing, reversing, or attenuating cellular senescence in
these tissues. A study shows that TGF-31 transfection has a positive effect on
proliferation and the cell cycle, and prevents cellular senescence and apoptosis
in dental pulp-derived mesenchymal stromal cells [38]. In addition, visfatin-
induced senescence was associated with both the induction of telomere damage
and the upregulation of senescence-associated secretory phenotype (SASP)
factors as well as NF-kB activation, which were all inhibited by Nicotinamide
Phosphoribosyltransferase Inhibitor (FK866) in dental pulp cells [39]. In dental

pulp stem cells, it was demonstrated that the depletion of MSX2 inhibits
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senescence and restores their self-renewal capacity, demonstrating the vital role
of the MSX2 axis in the regulation of DPSC senescence, thereby revealing a

potential target for antagonizing DPSC aging [40].

Likewise, some substances have been tested for the same purpose. Vitamin C
treatment maintained a slender morphology, higher growth rate and migration
capacity, stemness, and osteogenic differentiation capability of periodontal
ligament stem cells in vitro [5]. This study also identified that Vitamin C treatment
alleviated senescence through inhibition of Notch3[5]. Also in periodontal
ligament stem cells, melatonin supplementation restored senescent cells to a
younger state and restored autophagy [6]. This study affirmed this rejuvenation
by reduced levels of 3-galactosidase and senescence-associated proteins pl6,

p21, p53in an ex vivo model [6].

So, these studies can be the basis for the development of new agents or products

applied clinically, which will be useful to prevent or attenuate senescence.

CONCLUSION

This review provided an overview of the findings regarding the senescence of
dental pulp and apical papilla cells, in addition to making suggestions to prevent
or reverse this cellular state. Even though studies have advanced to research
related to the prevention of senescence, there are still few studies establishing
causes and consequences of senescence in the dental papilla and pulp. Even
so, development and clinical application of products to prevent or reverse
senescence are extremely attractive approaches. Consequently, the prevention
of pulp and apical papilla senescence is essential to preserve the damage to

these tissues and enable the effectiveness of conservative treatments.
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stress-induced senescence
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pulp cells
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methods under study
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Figure 01: Schematic figure of (A) healthy and (B) senescent dental pulp cells,
their causes, and consequences. Created by BioRender.com. SCAPs, stem cells

from apical papilla; SASP, senescence-associated secretory phenotype.
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Tissue

Method

Reference

Periodontal ligament

stem cells

Vitamin C by inhibition of Notch

receptor

(Yang et al., 2021)

Dental pulp stem

cells

Combination of Adipose tissue—
derived microvascular fragments

and dental pulp stem cells

(Xu et al., 2021)

Periodontal ligament

stem cells

Melatonin supplementation

Tan et al. 2021

Dental pulp-derived

TGF-31 transfection

Salkin et al. 2019

mesenchymal
stromal cells
Dental pulp stem Depletion of MSX2 He et al. 2022
cells
Dental pulp cells Nicotinamide Ok et al. 2020

Phosphoribosyltransferase
Inhibitor (FK866)

Table 01: References related to proposals to prevent or reverse cellular

senescence in different tissues.
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ABSTRACT

The purpose of this article is to study the isolated and combined effect of the peptides Synoeca-MP and IDR-1018
against multi-resistant clinical isolates of K. pneumoniae (Kp2177569 - LACEN) in vitro. The bactericidal activity
of the peptide Synoeca-MP in combination with three different classes of commercial antimicrobials and its
immunomodulatory potential was also evaluated. Synoeca-MP showed better antimicrobial activity than IDR-
1018 and presented synergistic action combined with levofloxacin. Therefore, Synoeca-MP and levofloxacin,
and the combination of both, were used in q lyses. In the p of heat-killed antigens, cellular
viability and TNF-« levels was maintained, the production of NO increased and a reduction in IL-10 production
was observed. The synergistic antibacterial effect between Synoeca-MP and levofloxacin was effective against
multidrug: strains of K. p The association of Synoeca-MP and levofloxacin may present a low

modulating action of pro and anti-inflammatory mediators, based on these results.

1. Introduction

Klebsiella pneumoniae is a microorganism of great relevance in the
clinical context because it presents resistance to several antibiotics,
besides possessing the ability to evade the host’s immune system [1].
However, K. pneumoniae belongs to the human intestinal microflora,
respiratory tract, urinary tract, gastrointestinal tract, and other parts.
Therefore, when the organism’s immunity decreases, an imbalance in
bacterial flora happens [2]. In that case, K. pneumoniae will cause res-
piratory, digestive, and urinary tract infections, leading to primary
pneumonia, meningitis, peritonitis, traumatic infection, septicemia, and
urinary infection [2]. The antibiotic resistance of K. pneumoniae strains
is associated mainly with the production of extended-spectrum beta--
lactamases [3]. In addition, virulence factors are also responsible for
bacterial resistance, such as bacterial capsules and lipopolysaccharides
(LPS) [4].

Antimicrobial therapy has encountered several barriers, mainly due

to the emergence of multiresistant strains, which reinforces the need for
the development of new antimicrobial and adjuvant agents. Within this
scenario, immunomodulatory peptides may be an alternative for pro-
tecting the host immune system.

Synoeca-MP, extracted from the purified venom of the wasp Synoeca
surinama, has a molecular mass of 1594.8 Da and is composed of 14
amino acid residues [5]. The peptide also showed inhibitory results like
those demonstrated by other mastoparan peptides previously tested
against Candida albicans [5]. Synoeca-MP demonstrated antibacterial
activity against bacterial strains that are resistant and sensitive to an-
tibiotics and demonstrated antimicrobial effectiveness against Staphy-
lococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, and Pseudomonas
aeruginosa [5]. In addition, Synoeca-MP was associated with chlorhex-
idine, boosting the drug’s effect [5]. However, in later trials,
Synoeca-MP showed marked toxicity in mouse bone marrow-derived
osteoclast cells [6]. IDR-1018 is another widely studied antimicrobial
peptide. It is a cationic peptide with 12 amino acid residues and a
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Abstract

Objectives A narrative review on the NO properties and their relationship with the oral environment describing NO’s molecular
origin, role, and perspectives regarding oral pathological, physiological, and regenerative processes for future applications and
possible use as prevention or treatment in dentistry.

Materials and methods Pubmed was searched using the word “nitric oxide.” Reviews, clinical studies, and experimental studies
were eligible for the screening process. Similar search procedures were then performed with the additional search words
“conservative dentistry,” “orthodontics,” “endodontics,” “implants,” “periodontics,” “oral cancer,” “pulp revascularization,”
and “oral surgery.” Furthermore, references of included articles were examined to identify further relevant articles.

Results There is a relationship between NO production and oral diseases such as caries, periodontal diseases, pulp inflammation,
apical periodontitis, oral cancer, with implants, and orthodontics. Studies on this relationship and uses of NO, in diagnosis,
prevention, and treatment, are being developed. Also, some NO and oral cavity patents have already registered.

Condlusions The understanding of how NO can interfere in oral health maintenance or disease processes can contribute to
elucidate the disease development and optimize treatment approaches.

Clinical relevance NO has considerable biotechnological potential and can contribute to improving diagnostics and treating the oral
environment. As a biomarker, NO has an important role in the early diagnosis of diseases. Regarding treatments, NO can possibly be
used as a regulator of inflammation, anti-biofilm action, replacing antibiotics, inducing apoptosis of cancerous cells, and contrib-
uting to the angiogenesis. All these studies are initial considerations regarding the relationship between NO and dentistry.

” ” 9 < ”

Keywords Nitric oxide - Oral pathologies - Oral environment

Introduction In 1987, NO was discovered as a chemical responsible for the

vascular relaxation of the endothelium-derived relaxing factor

Nitric oxide (NO) was synthesized around 1610 by the  (EDRF) [1]. Regarding this discovery, two Nobel prizes were

Belgian scientist Jan Baptista van Helmont (1577-1644) [1].  awarded to researchers, and NO was named molecule of the
year by the Journal Science in 1992 [1, 2].

Although initial reports involving NO focused on its role as

a regulator of vascular tone, it was discovered that NO has
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Triclosan (TCS) is a chlorinated diphenyl ether and a possible
active agent against microorganisms. Due to its probability
of reducing dental plaque accumulation, TCS can be added
as a substance for oral hygiene. Aim: To evaluate the efficacy
and antimicrobial capacity of TCS against Pseudomonas
aeruginosa and Streptococcus mutans. Methods: This work
evaluatesthe percentage of bacteria inhibition of P aeruginosa
(ATCC 27853) and S. mutans (ATCC 25175). TCS
concentrations between 2 and 128 pg.mL"' were tested.
Results: An inhibitory potential of TCS was found against
S. mutans. No percentage of inhibition was detected against
P, aeruginosa (technical and biological triplicate). Conclusion:
TCS, an antimicrobial agent used in dentifrices, can reduce
S. mutans levels therefore these dentifrices should be
indicated for patients with a high risk of caries. However,
further study is needed, including antimicrobial analyses
against other microbial conditions.

Keywords: Dental caries. Triclosan. Streptococcus mutans.
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Abstract

Objectives In order to evaluate host defense peptides (HDPs) HHC-10 and synoeca-MP activity in in vitro osteoclastogenesis
process and in vivo induced apical periodontitis, testing the effect of molecules in the inflammatory response and in apical
periodontitis size/volume after root canal treatment.

Materials and methods In vitro osteoclastogenesis was assessed on bone marrow cell cultures extracted from mice, while in vivo
endodontic treatment involved rats treated with Ca(OH), or HDPs. In vitro osteoclasts were subjected to TRAP staining, and
in vivo samples were evaluated by radiographic and tomographic exams, as well as histologic analysis.

Results None of the substances downregulated the in vitro osteoclastogenesis. Nevertheless, all treatments affected the average of
apical periodontitis size in rats, although only teeth treated with HDPs demonstrated lower levels of the inflammatory process. These
results demonstrated the in vivo potential of HDPs. Radiographic analysis suggested that HHC-10 and synoeca-MP-treated animals
presented a similar lesion size than Ca(OH),-treated animals after 7-day of endodontic treatment. However, tomography analysis
demonstrated smaller lesion volume in synoeca-MP-treated animals than HHC-10 and Ca(OH),-treated animals, after 7 days.
Conclusions These molecules demonstrated an auxiliary effect in endodontic treatment that might be related to its immunomod-
ulatory ability, broad-spectrum antimicrobial activity, and possible induction of tissue repair at low concentrations. These results
can encourage further investigations on the specific mechanisms of action in animal models to clarify the commercial applica-
bility of these biomolecules for endodontic treatment.

Clinical significance HDPs have the potential to be adjuvant substances in endodontic therapy due to its potential to reduce
inflammation in apical periodontitis.

Keywords Host defense peptides - Synoeca-MP - HHC-10 - Apical periodontitis - Antimicrobial peptide
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