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RESUMO 

 

A senescência celular é um estado celular decorrente do envelhecimento e 
estresse crônico caracterizado principalmente por um estado permanente de 
parada do ciclo celular. Evidências indicam que a senescência pode afetar 
funções importantes como capacidade de defesa e reparo da polpa dentária, 
funções primordiais em tratamentos endodônticos conservadores. Esse trabalho 
objetivou avaliar as possíveis alterações morfológicas, além de alterações na 
capacidade migratória e proliferativa e efeitos na resposta imune de células da 
polpa dentária humana em estado de senescência. Inicialmente, as células 
foram tratadas com doxorrubicina para indução da senescência e a confirmação 
da indução foi realizada por meio de coloração de β-galactosidase. Em seguida, 
as alterações morfológicas foram avaliadas por meio de microscopia eletrônica 
de varredura, a proliferação através da contagem das células não coradas pelo 
azul de tripano e a migração pelo método Scratch. As alterações na resposta 
imune foram avaliadas por meio da dosagem dos genes de citocinas pró 
inflamatórias fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e interleucina 6 (IL-6) e 
citocinas anti-inflamatórias fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-β1) 
e interleucina 10 (IL-10) utilizando o ensaio de PCR. Para esse ensaio foi 
simulada uma situação de resposta inflamatória in vitro utilizando estímulos de 
lipopolissacarideo (LPS) e interferon-gama (IFN-γ). Todos os ensaios foram 
realizados em triplicata técnica e biológicas e os dados obtidos foram submetidos 
a posterior análise estatística. Os resultados demonstraram alterações na 
morfologia evidenciando um aumento em relação ao tamanho celular e uma 
diminuição no número de prolongamentos das células senescentes, em relação 
ao grupo não senescente; além de uma redução na capacidade proliferativa e 
migratória. Em adição, observou-se um aumento na expressão gênica das 
citocinas TNF-α e IL-6 e uma redução na expressão gênica de IL-10 e TGF-β1 
por células senescentes em comparação com células saudáveis. Em suma, a 
senescência demonstrou afetar a morfologia celular, reduzir a capacidade 
proliferativa e migratória, além de evidenciar um aumento da expressão de genes 
relacionados a inflamação e redução nos genes anti-inflamatórios, sugerindo 
uma situação inflamatória exacerbada associada a imunossupressão. Desta 
forma, a senescência celular possivelmente é um estado que afeta o prognóstico 
de tratamentos endodônticos conservadores pois afeta funções celulares 
primordiais relacionadas a esse tratamento. 

 

 

Palavras-chave: senescência celular; células da polpa dentária; capeamento 

pulpar. 
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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 β-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-α) and interleukin 6 
(IL-6) and anti-inflammatory cytokines transforming growth factor beta 1 (TGF-
β1) 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-γ) 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-α and IL-6 and a decrease in the gene expression of IL-10 and 
TGF-β1 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. 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1: Desenho esquemático ilustrativo das possíveis causas e 

consequências da senescência celular em células da polpa dentária. 

Figura 2: Fluxograma de desenvolvimento do trabalho. 

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

protocolo de indução da senescência celular.  

Figura 4: Células da polpa dentária humana após ensaio de coloração de β-

galactosidase. (A) Grupo não senescente. (B) Grupo exposto a doxorrubicina por 

24 horas. Barra de escala: 100 m. (C) Número de células senescentes da polpa 

dentária humana coradas em azul após ensaio de coloração de β-galactosidase. 

Diferenças estatísticas verificadas pelo Teste t de Student. *p < 0,03. 

Figura 5: (A) Células da polpa dentária humana fotografadas a partir de 

microscópio eletrônico de varredura. Cada linha representa o aumento utilizado 

para análise das amostras. A primeira linha representa ampliação de 2000x; a 

segunda linha, ampliação de 5000x. A primeira coluna representa o grupo não 

senescente e a segunda coluna o grupo de células senescentes. (B) e (C) 

Análise quantitativa das imagens geradas a partir de microscopia eletrônica de 

varredura das células da polpa dentária humana senescentes em relação ao 

grupo não senescente considerando (A) o número de prolongamentos celulares 

e (B) o tamanho celular. Diferenças estatísticas verificadas pelo Teste t de 

Student. *p < 0,03. 

Figura 6: Avaliação do potencial proliferativo de cultura de células pulpares 

primárias saudáveis e senescentes, após 24 e 48 horas, por contagem de células 

vivas coradas por Azul de Tripano. Diferenças estatísticas verificadas pelo Teste 

t de Student. *p < 0,05. 

Figura 7: (A) Imagens representativas do ensaio de migração celular, utilizando 

o método scratch. Os pontos denotam a presença de células dentro da ferida. 

As linhas verticais correspondem ao local onde a ferida foi realizada. A avaliação 

da migração foi realizada após 24h e 48h. As colunas representaram cada grupo 

testado. (B) Avaliação do potencial migratório de cultura de células pulpares 



10 
 

primárias saudáveis e senescentes, por contagem de células migradas para 

ferida por scratch assay, após 24 e 48 horas. Diferenças estatísticas verificadas 

pelo Teste t de Student. *p < 0,05. 

Figura 8: (A) Expressão do gene TNF-α nas amostras de culturas de células 

pulpares primárias saudáveis estimuladas com LPS e IFN-γ (1 μg.mL-1), após 

24h de incubação. (B) Expressão de TNF-α nas amostras de células pulpares 

primárias senescentes nas mesmas condições. (C) Análise comparativa da 

expressão de TNF-α nas amostras de células pulpares primárias saudáveis e 

senescentes. Os gráficos representam a média e desvio padrão da contagem de 

três réplicas biológicas em triplicata. **p≤0,01 representa diferença estatística 

verificada pelo teste two-way ANOVA e pós teste Bonferroni. 

Figura 9: (A) Expressão do gene IL-10 nas amostras de culturas de células 

pulpares primárias saudáveis estimuladas com LPS e IFN-γ (1 μg.mL-1), após 

24h de incubação. (B) Expressão de IL-10 nas amostras de células pulpares 

primárias senescentes nas mesmas condições. (C) Análise comparativa da 

expressão de IL-10 nas amostras de células pulpares primárias saudáveis e 

senescentes. Os gráficos representam a média e desvio padrão da contagem de 

três réplicas biológicas em triplicata. *p<0,05 e **p≤0,01 representam diferença 

estatística verificada pelo teste two-way ANOVA e pós teste Bonferroni. 

Figura 10: (A) Expressão do gene IL-6 nas amostras de culturas de células 

pulpares primárias saudáveis estimuladas com LPS e IFN-γ (1 μg.mL-1), após 

24h de incubação. (B) Expressão de IL-6 nas amostras de células pulpares 

primárias senescentes nas mesmas condições. (C) Análise comparativa da 

expressão de IL-6 nas amostras de células pulpares primárias saudáveis e 

senescentes. Os gráficos representam a média e desvio padrão da contagem de 

três réplicas biológicas em triplicata. *p<0,05 representam diferença estatística 

verificada pelo teste two-way ANOVA e pós teste Bonferroni. 

Figura 11: (A) Expressão do gene TGF-β1 nas amostras de culturas de células 

pulpares primárias saudáveis estimuladas com LPS e IFN-γ (1 μg.mL-1), após 

24h de incubação. (B) Expressão de TGF-β1 nas amostras de células pulpares 

primárias senescentes nas mesmas condições. (C) Análise comparativa da 

expressão TGF-β1 nas amostras de células pulpares primárias saudáveis e 



11 
 

senescentes. Os gráficos representam a média e desvio padrão da contagem de 

três réplicas biológicas em triplicata. *p≤0,05 representa diferença estatística 

verificada pelo teste two-way ANOVA e pós teste Bonferroni. 

Figura 12: Heatmap indicando a variação do nível de expressão gênica de TNF-

α, IL-10, IL-6, TGF-β1 por células da polpa dentária humana em estado 

proliferativo e senescente nas diferentes condições inflamatórias in vitro: 

estímulo com LPS (1 µg.mL-1), com e sem IFN-γ (1 µg.mL-1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

LISTA DE TABELAS 

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



13 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

cDNA - ácido desoxirribonucleico complementar 

DMEM - – Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

IFN-γ – interferon gama 

IL - interleucinas  

LPS - lipopolissacarídeo  

MEV - microscopia eletrônica de varredura  

NF-kB - factor nuclear kappa B 

NK - natural killer  

PCR - reação de polimerase em cadeia 

ROS - espécies reativas de oxigênio  

SASP - fenótipo secretor associado a senescência  

SA-β-gal - enzima lisossomal associada à senescência β-galactosidase  

SFB - soro fetal bovino  

TCLE - termo de consentimento livre e esclarecido  

TGF-β - fator de transformação do crescimento beta  

TNF-α - fator de necrose tumoral-α  

 

 

 

 

 

 
 



14 
 

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO ------------------------------------------------------------------------------ 16 

1.1.  Senescência celular ------------------------------------------------------------------- 16 

1. 2. Senescência celular e resposta imunoinflamatória ------------------------ 18 

1.3. Senescência e células da polpa dentária --------------------------------------- 20 

2. JUSTIFICATIVA ---------------------------------------------------------------------------- 23 

3. OBJETIVOS --------------------------------------------------------------------------------- 24 

3.1. Objetivo geral ----------------------------------------------------------------------- 24 

3.2. Objetivos específicos ------------------------------------------------------------- 24 

4. MATERIAIS E MÉTODOS ----------------------------------------------------------------25 

4.1. Caracterização da pesquisa ---------------------------------------------------- 25 

4.2. Caracterização da amostra ----------------------------------------------------- 26 

4.3. Critério de inclusão ---------------------------------------------------------------- 26 

4.4. Critérios de exclusão ------------------------------------------------------------- 26 

4.5. Cultivo primário de células pulpares ---------------------------------------- 26 

4.6. Indução da senescência celular ----------------------------------------------- 27 

4.7. Ensaio de β-galactosidase para confirmação da senescência celular 

------------------------------------------------------------------------------------------------- 28 

4.8. Avaliação do potencial proliferativo ---------------------------------------- 28 

4.9. Avaliação da migração celular – método Scratch -----------------------29 

4.10. Análise da morfologia celular por Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) ------------------------------------------------------------------------- 29 

4.11. Avaliação da produção de mediadores inflamatórios e anti-

inflamatórios por células pulpares ------------------------------------------------- 30 

Extração de RNA pelo método TRIzol™ --------------------------------- 30 

Quantificação de RNA -------------------------------------------------------- 31 

PCR em tempo real ------------------------------------------------------------ 32 

4.12 Análises estatísticas -------------------------------------------------------------- 32 

 

5. RESULTADOS ----------------------------------------------------------------------------- 33 

5.1. Confirmação da indução da senescência celular ----------------------- 33 



15 
 

5.2. Avaliação das alterações morfológicas das culturas de células da 

polpa dentária em estado de senescência em comparação com células 

em proliferação --------------------------------------------------------------------------- 35 

5.3. Avaliação da capacidade proliferativa de culturas de células da 

polpa dentária em estado de senescência em comparação com células 

em proliferação --------------------------------------------------------------------------- 37 

5.4. Avaliação da atividade migratória de culturas de células da polpa 

dentária em estado de senescência em comparação com células em 

proliferação -------------------------------------------------------------------------------- 38 

5.5. Avaliação da produção de mediadores inflamatórios e anti-

inflamatórios por células pulpares ------------------------------------------------ 40 

5.5.1. Avaliação da expressão do fator de necrose tumoral (TNF-α) 40 

5.5.2. Avaliação da expressão de interleucina-10 (IL-10) -------------- 41 

5.5.3. Avaliação da expressão de interleucina-6 (IL-6) ------------------ 42 

5.5.4. Avaliação da expressão do fator de crescimento transformador 

beta 1 (TGF-β1) ----------------------------------------------------------------------- 44 

6. DISCUSSÃO -------------------------------------------------------------------------------- 47 

7. CONCLUSÃO ------------------------------------------------------------------------------- 53 

8. REFERÊNCIAS ----------------------------------------------------------------------------- 54 

9. ANEXOS -------------------------------------------------------------------------------------- 62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Senescência celular 

 

A palavra senescência deriva do latim senex que significa velho ou velhice 

(1). Em relação a estudos celulares o termo é relacionado a palavra 

envelhecimento e tem como sinônimo termos como senescência replicativa ou 

envelhecimento celular. A células que não são senescentes são chamadas de 

células jovens ou em estado de proliferação (1). A senescência tem como 

característica principal um estado celular caracterizado pela interrupção 

irreversível do ciclo celular (1). Na maioria dos casos as células senescentes 

interrompem a duplicação na fase G1, com exceção de alguns oncogenes que 

causam senescência gerando uma interrupção na fase G2, mas permanecem 

vivas e metabolicamente ativas (1). 

Pode-se dividir esse estado celular, relacionando ao fator causal, em 

senescência replicativa ou senescência induzida por estresse. O processo 

chamado de senescência 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 replicações que as células 

realizam até chegar na senescência, a depender do tipo celular e das condições 

envolvidas. Esse encurtamento dos telômeros forneceu a primeira explicação 

molecular para o porquê de muitas células deixam de se dividir na cultura (1). 

Nesse processo, o envelhecimento ocorre devido ao encurtamento dos 

telômeros, sendo que a cada replicação celular os telômeros são encurtados (2). 

Posteriormente, foi elucidado que telômeros disfuncionais desencadeiam a 

senescência através da via p53 (1). 

Além do encurtamento dos telômeros as células podem atingir o estado 

de senescência em resposta a vários estímulos, sendo eles intrínsecos ou 

extrínsecos, caracterizando a senescência induzida por estresse (2). Essa 

senescência aumenta a expressão de p16 e ativa a via da proteína p16-

retinoblastoma (1) 
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Em adição outras situações podem levar a senescência celular como 

ativação oncogênica, danos ao DNA, alterações epigenéticas e disfunções 

mitocondriais. Esses diferentes tipos de sinais de estresse dão origem a 

diferentes tipos de senescência como, respectivamente, senescência induzida 

por oncogene, senescência induzida por dano de DNA, senescência induzida 

epigeneticamente e senescência associada à disfunção mitocondrial (3). 

Além da parada no ciclo celular, sabe-se que senescência tem como 

consequência algumas alterações a nível celular e algumas são consideradas 

marcadores típicos desse estado. Essas características são frequentemente 

observadas nas culturas in vitro com o intuito de confirmar a presença ou indução 

da senescência celular, além funcionarem como marcador para terapias de 

prevenção ou reversão da senescência (1). Uma dessas características são as 

alterações na morfologia celular como um aumento de volume e uma estrutura 

irregular (1). Sabe-se que a o mTORC1 é responsável por integrar vários sinais 

de estresse e modular o crescimento do volume celular e foi observado que a 

ativação do mTORC1 ocorre em resposta a estímulos indutores de senescência 

(4).  

Já em relação a forma celular alterada sabe-se que um contribuinte para 

essa alteração é o rearranjo do citoesqueleto e dos filamentos de vimentina, uma 

proteína da família dos filamentos intermediários. Esses filamentos, compõem o 

citoesqueleto, juntamente com microtúbulos e microfilamentos de actina. A via 

de sinalização ATF6a, pode controlar o tamanho do retículo endoplasmático e 

as mudanças na forma da célula durante a senescência. O ATF6a é capaz de 

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

Além das mudanças estruturais e do aumento volumétricos as células 

senescentes também apresentam um vacúolo rico em citoplasma, um aumento 

de massa mitocondrial, alterações nucleares, um aumento do conteúdo 

lisossomal e uma regulação positiva de proteínas lisossômicas (1). Esse 

aumento do conteúdo lisosomal pode ocorrer devido a um acúmulo de 

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

Em consequência a essa alteração lisossômica a atividade da enzima 

lisossomal associada à senescência β-galactosidase (SA-β-gal) apresenta uma 
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superexpressão e acúmulo lisossomal endógeno. Devido a isso a coloração 

dessa enzima é usada como um marcador típico desse estado celular (3). 

Além da superexpressão de SA-β-gal, pode-se observar em células 

senescentes expressão aumentada dos genes p21, p16 e p53 e altos níveis de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) (5). Em adição, a essas alterações 

fenotípicas e genotípicas citadas, a senescência celular também é responsável 

por uma reprogramação metabólica que resulta na manifestação de diversas 

proteínas secretoras, como citocinas, quimiocinas e proteases, essa 

manifestação é caracterizada como fenótipo secretor associado a senescência 

(SASP) (6).  

Dessa forma apesar da senescência ter evoluído inicialmente para limitar 

a proliferação de células velhas ou danificadas, demonstrou-se que esse estado 

celular contribui para o envelhecimento, para diversas doenças relacionadas à 

idade e para uma diminuição das funções celulares no geral (7). Devido a isso, 

o melhor entendimento da relação da senescência celular e suas consequências 

nos tecidos dentários se faz necessário podendo contribuir para futuros estudos 

relacionados a prevenção ou regulação desse estado celular. 

 

1.2. Senescência celular e resposta imunoinflamatória 

 

Assim como os outros sistemas do corpo humano o sistema imunitário 

também sofre modificações ocasionadas pela senescência celular (9). 

Imunosenescência é o termo utilizado para designar as alterações que o sistema 

imunológico apresenta durante o envelhecimento, caracterizada por um declínio 

progressivo das funções imunológicas e consequentemente um aumento da 

susceptibilidade a patologias no geral. Essas alterações são consequências de 

dois processos distintos, porém complementares: o efeito da senescência nas 

células imunes e o enfraquecimento das barreiras do organismo ocasionado 

indiretamente pela senescência celular tecidual, favorecendo a liberação de 

várias moléculas sinalizadoras às quais as células imunes respondem (8). 
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Diversos tipos celulares são afetados durante a imunossenescência como 

células na medula óssea, o timo, os linfócitos maduros presentes no sangue 

periférico e nos órgãos linfoides secundários, além dos elementos do sistema 

imunológico inato como monócitos, células natural killer (NK), e células 

dendríticas e do sistema adaptativo como linfócitos B e T (9). Sendo assim, sabe-

se que a imunosenescência afeta tanto o sistema imune inato, quanto adaptativo, 

porém evidências indicam que a imunidade inata se apresenta mais preservada 

enquanto as alterações na imunidade adaptativa são mais significativas (9). 

Esse estado atinge as subpopulações celulares, os padrões de secreção 

das citocinas, a tolerância imunológica dentre outras funções (10). Uma das 

principais características da senescência, o SASP, compromete funções do 

sistema imunológico, incluindo a eliminação de células senescentes. Além disso 

induz a senescência das células vizinhas promovendo assim a senescência 

celular de forma parácrina (8).  

Além disso o envelhecimento é acompanhado por um estado de 

inflamação, o termo inflammaging é utilizado para designar esse estado 

inflamatório relacionado ao envelhecimento, caracterizado como uma inflamação 

crônica, de baixo grau, e estéril (11). O inflammaging é um fator de risco 

altamente significativo para morbidade e mortalidade em idosos, pois a maioria 

das doenças compartilham uma patogênese inflamatória (11).  

Sabe-se que uma resposta inflamatória pode ser iniciada em reposta a 

traumas ou a infecções, por meio de células que após ativadas liberam citocinas 

como TNF-α e IL-6. Em relação ao envelhecimento foi demonstrado um aumento 

de duas a quatro vezes dos níveis séricos de mediadores inflamatórios que 

atuam como preditores de mortalidade independente da morbidade pré-existente 

(12). Em adição, leucócitos de indivíduos idosos produzem TNF-α em maior 

concentração, após indução com lipopolissacarídeo (LPS), quando comparados 

com os leucócitos de indivíduos jovens (13). 

Dessa forma, as inflamações crônicas, juntamente com a perda da 

capacidade de resposta imune normal durante o envelhecimento, podem alterar 

a imunocompetência e promover doenças relacionadas ao envelhecimento (14). 

Sabe-se que as células da polpa dentária desempenham funções 
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imunomodulatórias. Considerando que as células da polpa dentária também 

sofrem alterações relacionadas a senescência celular, faz-se necessário o 

entendimento a respeito das alterações imunomodulatórias relacionadas as 

células desse tecido. 

 

1.3. Senescência e células da polpa dentária 

 

A polpa é constituída por um tecido conjuntivo frouxo, não mineralizado, 

altamente vascularizado e inervado, localizado no interior do dente, na câmara 

pulpar e canais radiculares. Esse tecido é composto de um material gelatinoso, 

de consistência viscosa, denominado de matriz extracelular composta por 

proteoglicanos e glicoproteínas, entrelaçados a feixes de fibras colágenas (15).  

Derivada da crista neural craniana, a polpa é altamente especializada e 

abriga uma variedade de células como fibroblastos, odontoblastos, células 

vasculares, células mesenquimais indiferenciadas, células tronco da papila 

apical, células inflamatórias, neurônios sensoriais e simpáticos (16). Esse tecido 

é dividido em quatro camadas: a primeira, mais externa, composta de 

odontoblastos responsáveis pela produção de dentina além de papel importante 

na em situações de defesa; a segunda camada, pobre em células e rica em 

matriz extracelular; a terceira camada contém células progenitoras com 

plasticidade e pluripotência; e a camada mais interna, que compreende a área 

vascular e o plexo nervoso (15).  

Essas células em condições normais e de saúde desempenham diversas 

funções como capacidade de formação e regeneração, resposta imunológica, 

funções sensoriais e nutrição (15). Porém, devido ao envelhecimento o tecido 

pulpar pode perder essas funções ou diminuir algumas capacidades importantes. 

Essas alterações incluem uma diminuição no tamanho e volume da polpa, 

calcificação nas artérias pulpares, redução no número de células (17), 

diminuição na circulação sanguínea pulpar (18) e redução na sensibilidade 

pulpar (19). 
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Figura 1: Desenho esquemático ilustrativo das possíveis causas e 

consequências da senescência celular em células da polpa dentária. 

 

Além das alterações ocasionadas pelo envelhecimento sabe-se que 

situações estressantes como cárie crônica, bruxismo, traumas de oclusão e 

trincas na estrutura dentária foram citados como causas de estresse pulpar (20). 

Essas condições inflamatórias fracas e crônicas podem levar à indução de SASP 

pelas células da polpa dentária, causando alterações relacionadas a 

senescência (21) (Figura 1). 

Além do envelhecimento e estresse crônico diversos outros fatores já têm 

sido relatados na literatura como causa desse estado celular, como por exemplo 

a diabetes. Após a realização da exposição de células pulpares a glicose, 

semelhante à condição hiperglicêmica em pacientes diabéticos, um estudo in 

vitro demonstrou um aumento do número de células senescentes e uma redução 

na capacidade de proliferação de células pulpares. Esse estudo sugere uma 

relação causal da diabetes e senescência de células pulpares (22).  

Da mesma maneira um estudo in vitro simulou a presença de infecções 

como fator causal da senescência celular. Após repetidas exposições de células 

pulpares dentárias ao LPS, demonstrou-se que essas células apresentaram 
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sinais de senescência celular e uma redução na capacidade proliferativa, além 

do aumento de espécies reativas de oxigênio (23).  

Em relação ao inflammaging na polpa dentária, sabe-se que o 

envelhecimento afeta a secreção de alguns fatores associados à senescência. 

Células inflamatórias liberam citocinas como o fator de necrose tumoral-α (TNF-

α) que promove um processo de mineralização da polpa dentária (26). Isso 

poderia explicar a geração de pontos de nucleação, que impulsionam a formação 

de cálculos pulpares em dentes de indivíduos idosos (27). 

Alguns estudos já analisaram reduções no comprimento dos telômeros 

em células da polpa dentária. Esse fenômeno já foi demonstrado devido ao 

envelhecimento natural no qual foi possível demonstrar a idade dos pacientes 

por meio da análise telomérica por meio de qPCR (28–30). Em todos esses 

estudos foi observado uma tendência de encurtamento dos telômeros em 

relação a progressão da idade. Além disso, já foi demonstrado danos aos 

telômeros após a indução da senescência utilizando o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) (31) e a visfatina (32) como agentes indutores. 

Ademais, como consequência desse estado celular já foram 

demonstradas reduções na atividade da fosfatase alcalina (33), redução no 

potencial de proliferação, diferenciação celular e diferenciação neurogênica (34), 

uma menor resistência a apoptose (35) e um aumento da atividade autofágica 

(36). 

Portanto, é razoável afirmar que situações comuns na cavidade bucal, 

relacionadas ao envelhecimento e ao estresse crônico, podem levar a 

senescência de células pulpares. Em adição pode-se inferir que esse estado 

celular pode afetar os prognósticos de tratamentos clínicos conservadores, como 

o capeamento pulpar, devido a sua relação com as funções das células do tecido 

pulpar dentário.   

 

 

 

 



23 
 

2. JUSTIFICATIVA 

As células da polpa dentária desempenham funções importantes em 

situações fisiológicas e em tratamentos conservadores. Estudos demonstram 

que a capacidade de defesa celular, além da capacidade de reparação, é afetada 

pela senescência celular em diversos tecidos. Em adição, as alterações 

observadas em relação ao sistema imunológico em tecidos do corpo humano 

envelhecidos ou traumatizados, tornou comum na literatura termos como 

imunosenescência e inflammaging os quais estão relacionados a diversas 

doenças do corpo humano. Diante disso, faz-se necessário estudos que 

demonstrem como a senescência celular afeta as funções dos tecidos dentais 

incluindo os efeitos na resposta imune desses tecidos. Nesse sentido esse 

estudo avaliou as alterações morfológicas, a capacidade proliferativa, migratória 

e imunomoduladora de células senescentes da polpa dentária em relação a 

células em estado proliferativo, buscando elucidar os danos causados pela 

senescência e contribuir para novos estudos relacionados a senescência celular 

nesses tecidos. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Avaliação de alterações morfológicas e da capacidade proliferativa, 

migratória e imunomodulatória de células humanas senescentes derivadas da 

polpa dentária, em comparação com a resposta de células em estado de 

proliferação. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

 Isolamento, cultura e expansão de culturas primárias de células pulpares 

humanas. 

 Realizar determinação do protocolo para indução da senescência celular 

por meio do contato com doxorrubicina. 

 Avaliar a atividade migratória e proliferativa de culturas de células 

senescentes em comparação com a cultura de células pulpares em 

estado de proliferação. 

 Avaliar alterações relacionadas a morfologia celular de células pulpares 

de senescentes e em estado de proliferação por meio de microscopia 

eletrônica de varredura (MEV). 

 Avaliar a produção das citocinas fator de necrose tumoral (TNF-α), fator 

de transformação do crescimento beta (TGF-β), interleucinas (ILs) – 6 e 

10 nas culturas de células pulpares senescentes e em estado de 

proliferação, na ausência e presença de LPS e IFN-γ. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Caracterização da pesquisa 

 

O presente estudo foi uma avaliação quantitativa e qualitativa in vitro dos 

efeitos da senescência celular na morfologia, na capacidade proliferativa e 

migratória e na resposta imunoinflamatória mediada por LPS e/ou IFN-γ, 

mimetizando as possíveis consequências da senescência celular na polpa 

dentária em situações de saúde e de inflamação/infecção. Para tanto, este 

estudo foi dividido em 4 fases (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Fluxograma de desenvolvimento do trabalho. 

 

Fase 1: Confirmação do protocolo de indução da senescência. 

Grupo controle Grupo exposto a doxorrubicina 

Fase 2: Avaliação qualitativa e quantitativa das alterações morfológicas 

 Grupo não senescente 

 

Grupo senescente 

 

Fase 3: Avaliação quantitativa das alterações na capacidade migratória e proliferativa 

Grupo senescente Grupo não senescente 

Fase 4: Avaliação quantitativa das alterações na resposta imunoinflamatória 

Grupo controle 

Grupo estimulado com LPS 

Grupo estimulado com LPS e IFN-γ 

 

Grupo controle 

Grupo estimulado com LPS 

Grupo estimulado com LPS e IFN-γ 

 

Grupo não senescente Grupo senescente 
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4.2. Caracterização da amostra  

 

As amostras celulares foram coletadas de pacientes que tenham sido 

encaminhados para extração de terceiros molares na clínica integrada do curso 

de graduação da Universidade Católica de Brasília (UCB). Um total de 60 

pacientes foram convidados a participar da pesquisa, colaborando com a doação 

do elemento dentário. Cada paciente preencheu anamnese e foi registrado em 

seu prontuário todos os alertas sistêmicos. Este projeto foi autorizado pelo 

comitê de ética em pesquisa humana da UCB (CEP/UCB: 4.714.331) (Anexo 1) 

e os pacientes assinaram o termo de consentimento livre esclarecido. Todos os 

preceitos éticos foram obedecidos.  

 

4.3. Critério de inclusão  

 

Foram incluídos no projeto, pacientes de ambos os sexos, encaminhados 

para exodontia de terceiros molares hígidos com ápice aberto ou fechado, 

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

 

4.4. Critérios de exclusão  

 

Pacientes com idade inferior a 18 anos ou acima de 30 anos, com 

terceiros molares afetados com lesões cariosas ou doença periodontal. Casos 

em que não houve assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido 

(TCLE). 

 

4.5. Cultivo primário de células pulpares  

 

As polpas dentárias foram obtidas a partir de terceiros molares íntegros 

extraídos de pacientes adultos entre 18 e 30 anos. Os dentes extraídos foram 
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imersos em meio de cultura DMEM para transporte, contendo 10% de soro 

bovino fetal (SFB), 100 U.mL-1 de penicilina, 100 μg.mL-1 de estreptomicina e 1% 

de anfotericina B. Os frascos contendo os dentes foram mantidos sob 

refrigeração em caixa de isopor com gelo até o momento da remoção dos tecidos 

e cultivo primário em fluxo laminar. No fluxo laminar, após lavagem do dente com 

PBS, os mesmos foram fraturados com auxílio de alicate ortodôntico. A polpa 

dentária coronária e radicular foi cuidadosamente removida com auxílio de 

pinças, limas manuais ou curetas periodontais. As polpas serão lavadas com 

PBS, contendo 100 U. mL-1 de penicilina, 100 μg. mL-1 de estreptomicina e 1 % 

de anfotericina B. O tecido pulpar obtido foi dilacerado com lâmina de bisturi, 

imerso em uma solução contendo Colagenase Tipo I na concentração de 2 

mg.mL-1 (Collagenase, Type I, poder, Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, 

EUA) e transferido para uma atmosfera umedecida contendo 5% de CO2, na 

temperatura de 37 oC por 90 minutos. Após a filtragem a solução foi centrifugada 

a 1200 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Após o pellet formado ser 

ressuspendido em meio de cultura DMEM suplementado contendo 10% de soro 

fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 100 μg.mL-1 de penicilina 

(Invitrogen, Grand Island, NY), 100 μg.mL-1 de estreptomicina (Invitrogen) e 2 

μg.mL-1 de glutamina (GIBCO, Grand Island, NY, EUA) a suspensão celular foi 

transferida para um frasco de cultura com área de 25 cm2 (Kasvi, Paraná, Brasil) 

em uma atmosfera umedecida contendo 5% de CO2, na temperatura de 37 oC. 

Essas células foram subcultivadas conforme atingiam a confluência para 

obtenção do número de células suficiente para a realização do experimento (37).   

 

4.6. Indução da senescência celular  

 

A indução da senescência celular foi realizada utilizando-se a 

doxorrubicina (Doxorubicin hydrochloride, Sigma Aldrich, San Luis, Missouri, 

EUA) na concentração de 500 µM. As células foram inseridas em placas de 6 

poços e após a confluência foi adicionado 1 µL por mL de doxorrubicina (500µM) 

em meio DMEM (GIBCO) suplementado (conforme descrito) em cada poço e 

mantido em contato com as células por um período de 24 horas (38). Os poços 

referentes ao grupo não senescente foram mantidos apenas meio com meio 
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DMEM suplementado, e não receberam a adição de doxorrubicina. Após as 24 

horas foi realizada troca do meio de cultura celular a cada 72 horas. No oitavo 

dia foi realizado o ensaio de β-galactosidase para a confirmação desse protocolo 

de indução. 

 

 

 

 

 

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

protocolo de indução da senescência celular.  

 

4.7. Ensaio de β-galactosidase para confirmação da senescência celular 

 

O ensaio de coloração da beta-galactosidase foi realizado com intuito de 

confirmar a presença de células com acúmulo dessa enzima nos lisossomos, o 

que, segundo a literatura, é uma das características apresentadas por células 

senescentes (38). Após a realização do protocolo de indução da senescência 

nos devidos grupos o meio de cultura foi removido, as células foram lavadas 

duas vezes com PBS por 30 segundos. As células foram então fixadas com 

solução de fixação (formaldeído 2%) por 5 minutos em temperatura ambiente e, 

em seguida, lavadas com solução de PBS novamente. Posteriormente, foram 

adicionados 150 µL de solução de coloração de X-Gal (40mM – solução de ácido 

cítrico + fosfato de sódio, 5mM - hexacianoferato de potássio, 150mM – cloreto 

de sódio, 2mM – cloreto de magnésio, 1mg/mL de X-Gal) por poço e as placas 

foram envolvidas externamente com laminado e mantidas em incubadora a 37 

°C overnight. Após a incubação foi realizada a lavagem duas vezes com PBS 

por 30 segundos e uma vez com metanol. Finalizado o tempo de coloração, as 

células foram observadas e fotografadas em cada poço (região central da placa) 

sempre com o mesmo aumento, utilizando microscópio de luz invertido com 

72h 24h 

DIA 1 DIA 8 DIA 2 DIA 5 
72h 

Células incubadas com meio DMEM + doxorrubicina 

Células incubadas com meio DMEM 
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contraste de fase Axio Observer D1 (Zeiss). As células coradas e não coradas 

do grupo exposto a doxorrubicina e do grupo não senescente foram 

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

 

4.8. Avaliação do potencial proliferativo  

 

A avaliação do potencial proliferativo de células senescentes em 

comparação a células no estado proliferativo foi realizada por meio da técnica de 

exclusão do Azul de Tripano (39). O ensaio foi realizado após os tempos 

experimentais de 0h, 24h e 48h a fim de avaliar o potencial proliferativo. Obtidas 

culturas confluentes de células pulpares, foi realizado sua tripsinização e 

ressuspensão celular em meio DMEM (Sigma Chemical) sem SFB (mesmas 

condições do ensaio de migração celular). Em placas de 24 poços, foram 

adicionadas 1x104 de células pulpares em 1 mL de DMEM (Sigma Chemical) 

sem SFB. Na sequência, completados os tempos experimentais, as células 

foram ressuspensas e foi adicionado solução à 0,4% do corante Azul de Tripan 

(Sigma Chemicals), por 1 minuto. As células foram contadas imediatamente 

utilizando câmara de Neubauer (Brand GmbH, Wertheim, Alemanha). Todas as 

contagens foram realizadas, utilizando três réplicas técnicas e biológicas de cada 

amostra em cada tempo experimental e comparadas com o número celular inicial 

do experimento. 

 

4.9. Avaliação da migração celular – método scratch 

 

A avaliação da migração celular foi realizada pelo método de scratch (40). 

Neste ensaio, as células (2,5 x 105 células por poço) foram semeadas em placas 

de cultura de 6 poços (Prolab) em meio DMEM (GIBCO), suplementado com 100 

μg.mL-1 de penicilina (Invitrogen) e 100 µg.mL-1 estreptomicina (Invitrogen) e 

10% de SFB (Cultilab), mantidas até formação de uma monocamada confluente. 

Após, a indução da senescência nos devidos grupos, algumas das células 

confluentes foram removidas da cultura, com uma ponta de micropipeta de 1000 
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µL de plástico com um orifício grande, reproduzindo uma ferida no centro do 

poço. As células restantes foram lavadas três vezes com meio citado 

anteriormente. Neste momento, o meio de cultura utilizado foi o DMEM 

suplementado com 50 μg.mL-1 de penicilina e 50 μg.mL-1 de estreptomicina 

isento de SFB. As culturas foram incubadas e monitoradas por até 48h. 

Fotografias com auxílio de microscopia foram realizadas nos tempos de 0, 24 e 

48h, para posteriormente serem analisadas. As imagens foram tratadas e as 

células localizadas na região da ferida foram contabilizadas com auxílio do 

software Image J (NIH, Bethesda, MD). 

 

4.10. Análise da morfologia celular por Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) 

 

A avaliação da morfologia celular após a indução da senescência foi 

realizada em microscópio eletrônico de varredura (JSM-7000F Scanning 

Microscope, JEOL, EUA). Para isso, lamínulas de vidro redondas com 13 mm x 

13 mm (Fisher Scientific, Suwanee, GA, EUA) foram posicionadas na base da 

placa de 6 poços (Prolab, São 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 105). Após 24h, foi realizada a 

inserção da doxorrubicina por 24h. Trocas do meio de cultura foram realizadas 

a cada 72h por 7 dias. Após esse período, a lamínula foi fixada em glutaraldeído 

2,5% por 24h, seguindo por duas lavagens com cacodilato de sódio. 

Posteriormente, as células foram fixadas em tetróxido de ósmio 1% por 30 min 

em capela e realizado desidratação em solução de acetona 30, 50, 70, 95 e 

100%. Após secagem da lamínula, esta foi metalizada e analisada em 

microscópio eletrônico de varredura (JMST33A Scanning Microscope, 56 JEOL, 

EUA) (41). As imagens foram captadas em aumentos de 2000x e 5000x para 

avaliação das alterações morfológicas causadas pela senescência. A análise 

quantitativa foi realizada em relação ao tamanho celular e ao número de 

prolongamento celulares através do software Image J. 
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4.11. Avaliação da produção de mediadores inflamatórios e anti-

inflamatórios por células pulpares 

 

A partir das culturas celulares em estado de senescência e em estado de 

proliferação, ambos os grupos foram estimulados e após o período de incubação, 

foi avaliada a produção de TNF-α, TGF-β, ILs - 1α, 6 e 10. As concentrações 

destes mediadores foram determinadas pelo método de PCR em tempo real com 

StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, ThermoFisher 

Scientific, Califórnia, EUA). Para realização de um sistema in vitro que se 

assemelhe ao processo inflamatório pulpar foram utilizados estímulos com IFN-

γ (Interferon-gama, Sigma Aldrich) e LPS (Lipopolysaccharides from Escherichia 

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

 

Extração de RNA pelo método TRIzol™  

 

A fim de extrair o RNA das amostras foi realizado a extração de RNA das 

células pelo método TRIzol™ (ThermoFisher Scientific, Califórnia, EUA) (42). Na 

placa de cultura de 6 poços onde as células foram mantidas e estimuladas foram 

adicionados 1000 μL de TRIzol™ e realizada homogenização. Todo o conteúdo 

do poço foi transferido para um tubo, ao qual foram adicionados 200 μL de 

clorofórmio (ThermoFisher Scientific). Os tubos foram agitados no vórtex por 15 

segundos e incubado por 3 minutos a temperatura ambiente. Foi realizada 

centrifugação a 4 °C, a 12.000g, por 15 minutos. Após a centrifugação, a fase 

aquosa foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL, ao qual foi adicionado 500 

μL de isopropanol (ThermoFisher Scientific). A mistura foi incubada por 10 

minutos em temperatura ambiente. Após a incubação, as amostras foram 

centrifugadas a 4 °C, a 12.000g, por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. 

Então, 1000 μL de etanol 75% foi adicionado ao pellet. Os tubos foram agitados 

no vórtex 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 μL de água RNAse free 

(ThermoFisher Scientific) e incubado a 55 ºC.  

 

Quantificação de RNA  

 

A fim de determinar o volume de RNA de cada amostra a ser utilizado na 

síntese de cDNA, o RNA foi quantificado no equipamento Qubit® (Invitrogen™ 

ThermoFisher Scientific, Califórnia, EUA) com o Qubit® RNA Buffer (Invitrogen™ 

ThermoFisher Scientific) e Qubit® RNA Reagent (Invitrogen™ ThermoFisher 

Scientific) (222). Para cada quantificação, 1 μL do fluorófolo foi adicionado e 

homogeneizado à 199 μL do tampão. Deste volume, 199 μL foram adicionados 

e homogeneizados à 1 μL da amostra, sendo estes incubados no escuro, em 

temperatura ambiente, por dois minutos antes da leitura no equipamento. Após 

a quantificação, o aparelho permite calcular a concentração final de RNA, em 

μg.mL-1, a partir do volume inicial de amostra utilizado (1 μL). 

 

PCR em tempo real  

 

A análise de expressão gênica foi realizada por PCR em tempo real com 

StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, ThermoFisher 

Scientific), a fim de verificar a expressão de genes indicativos de processos 

inflamatórios e antiinflamatórios. Para essa análise foram avaliadas a expressão 

dos genes de TNF-α, IL-6, IL-10, TGF-β1 e GAPDH, como gene constitutivo. A 

reação de quantificação foi preparada de acordo com as recomendações do 

fabricante. Cada reação apresentou um volume final de 10 μL, sendo composto 

por: 5 μL de SYBR Green; 0,5uL de primers sendo 0,25uL de primer de cada 

gene (Tabela 1) e 2,5μL de Água 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 diferença na expressão dos genes nas amostras 
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testadas. Os níveis relativos de expressão no grupo experimental foram 

calculados por ∆ (∆CT) (∆CTControle −∆CTExperimento). 

 

GENE FOWARD REVERSE 

GAPDH TCAACGACCACTTTGTCAAGCTCAGCT   GGTGGTCCAGGGGTCTTAC 

TGF-β1 GCTGTATTTAAGGACACCGTGC TGACACAGAGATCCGCAGTC 

TNF-α CACAGTGAAGTGCTGGCAAC GATCAAAGCTGTAGGCCCCA 

IL-10 GGTGGTCCAGGGGTCTTAC ACTCTGCTGAAGGCATCTCG 

IL-6 TCAATATTAGAGTCTCAACCCCCA           TTCTCTTTCGTTCCCGGTGG 

 

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

 

4.12. Análises estatísticas 

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas técnicas e 

biológicas. Os resultados foram submetidos ao cálculo da média e desvio padrão 

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

e migração foi realizada análise estatística utilizando o Teste T de Student. Para 

os ensaios relacionados a imunomodulação foi realizada a verificação de 

normalidade e posterior estatística mediante a análise de variância de um fator 

(one way ANOVA) e quando necessário a análise de variância de dois fatores 

(two way ANOVA) e pós teste Bonferroni. As análises foram consideradas a um 

nível de significância de 95%. A análise estatística foi realizada no software 

Graph Pad Prism 5 (Califórnia, EUA). 

 

5. RESULTADOS 

 

5.1. Confirmação da indução da senescência celular 

 

Para a confirmação da indução da senescência nas células da polpa 

dentária partir do protocolo de indução utilizando 1 L/mL de doxorrubicina 

(500µ) em meio de cultura DMEM por 24 horas (38), foi realizado o ensaio de 
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coloração de β-galactosidase. Foi possível observar coloração de 98% das 

células expostas a doxorrubicina em relação ao grupo não senescente (p<0,03, 

Figura 4C). Essa coloração confirmou o estado celular necessário para os 

ensaios subsequentes após estimulação com doxorrubicina (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Células da polpa dentária humana após ensaio de coloração de β-

galactosidase. (A) Grupo não senescente. (B) Grupo exposto a doxorrubicina por 

24 horas. Barra de escala: 100 m. (C) Número de células senescentes da polpa 

dentária humana coradas em azul após ensaio de coloração de β-galactosidase. 

Diferenças estatísticas verificadas pelo Teste t de Student. *p < 0,03. 
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5.2. Avaliação das alterações morfológicas das culturas de células da 

polpa dentária em estado de senescência em comparação com 

células em proliferação 

 

Após o estabelecimento dos grupos experimentais de células saudáveis 

e senescentes da polpa dentária, a morfologia celular foi avaliada por 

microscopia eletrônica de varredura e microfotografias foram capturadas nos 

aumentos 2000x e 5000x (Figura 5A). As imagens foram avaliadas considerando 

dois parâmetros, o tamanho celular e a quantidade de prolongamentos celulares 

a partir do software Image J. Foi possível observar um aumento significativo do 

tamanho celular e uma redução na quantidade de prolongamentos celulares em 

células senescentes em relação ao grupo não senescente (p<0,03, Figuras 5B e 

5C). 
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Figura 5: (A) Células da polpa dentária humana fotografadas a partir de 

microscópio eletrônico de varredura. Cada linha representa o aumento utilizado 

para análise das amostras. A primeira linha representa ampliação de 2000x; a 

segunda linha, ampliação de 5000x. A primeira coluna representa o grupo não 

senescente e a segunda coluna o grupo de células senescentes. (B) e (C) 

Análise quantitativa das imagens geradas a partir de microscopia eletrônica de 

varredura das células da polpa dentária humana senescentes em relação ao 

grupo não senescente considerando (A) o número de prolongamentos celulares 

e (B) o tamanho celular. Diferenças estatísticas verificadas pelo Teste t de 

Student. *p < 0,03.
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5.3. Avaliação da capacidade proliferativa de culturas de células da 

polpa dentária em estado de senescência em comparação com 

células em proliferação 

 

A avaliação do potencial proliferativo foi realizada após a coloração de 

exclusão por Azul de Tripano. A coloração foi realizada após os tempos 

experimentais de 24h e 48h a fim de avaliar o potencial proliferativo, ao longo 

dos tempos experimentais das células da polpa dentária senescentes em 

comparação com as células em proliferação. O experimento foi realizado com 

células da polpa na terceira passagem e foi observado um potencial proliferativo 

significativamente menor no grupo senescente, incluindo uma redução de 36% 

no tempo de 24h e de 35%, no tempo de 48h (p<0,05, Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Avaliação do potencial proliferativo de cultura de células pulpares 

primárias saudáveis e senescentes, após 24 e 48 horas, por contagem de células 

vivas coradas por Azul de Tripano. Diferenças estatísticas verificadas pelo Teste 

t de Student. *p < 0,05. 
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5.4. Avaliação da atividade migratória de culturas de células da polpa 

dentária em estado de senescência em comparação com células em 

proliferação 

 

O comportamento migratório das culturas primárias de células da polpa 

dentária senescentes foi avaliado em comparação com células em proliferação. 

Sendo que, as células da polpa dentária foram utilizadas na terceira passagem 

e após a realização do rompimento da adesão celular, as fotografias foram 

adquiridas nos tempos de 24 e 48h. O parâmetro 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 diminuição na capacidade migratória no grupo 

senescente em relação ao grupo não senescente em ambos os tempos 

experimentais (p<0,05, Figura 7). 
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Figura 7: (A) Imagens representativas do ensaio de migração celular, utilizando 

o método scratch. Os pontos denotam a presença de células dentro da ferida. 

As linhas verticais correspondem ao local onde a ferida foi realizada. A avaliação 

da migração foi realizada após 24h e 48h. As colunas representaram cada grupo 

testado. (B) Avaliação do potencial migratório de cultura de células pulpares 

primárias saudáveis e senescentes, por contagem de células migradas para 

ferida por scratch assay, após 24 e 48 horas. Diferenças estatísticas verificadas 

pelo Teste t de Student. *p < 0,05. 
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5.5. Avaliação da produção de mediadores inflamatórios e anti-

inflamatórios por células pulpares  

 

5.5.1. Avaliação da expressão do fator de necrose tumoral (TNF-α)  

A expressão do gene TNF-α em culturas de células saudáveis e 

senescentes expostas aos estímulos de LPS e IFN- foi avaliada após 24h de 

incubação (Figuras 8 e 12). Observou-se uma maior expressão do gene no grupo 

não estimulado, quando se comparou a sua expressão pelas células 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: (A) Expressão do gene TNF-α nas amostras de culturas de células 

pulpares primárias saudáveis estimuladas com LPS e IFN-γ (1 μg.mL-1), após 

24h de incubação. (B) Expressão de TNF-α nas amostras de células pulpares 

primárias senescentes nas mesmas condições. (C) Análise comparativa da 

expressão de TNF-α nas amostras de células pulpares primárias saudáveis e 

senescentes. Os gráficos representam a média e desvio padrão da contagem de 

três réplicas biológicas em triplicata. **p≤0,01 representa diferença estatística 

verificada pelo teste two-way ANOVA e pós teste Bonferroni. 
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5.5.2. Avaliação da expressão de interleucina-10 (IL-10)  

A expressão do gene anti-inflamatório IL-10 em cultura de células 

saudáveis e senescentes expostas aos estímulos de LPS e IFN-γ foi avaliada 

após 24h de incubação (Figuras 9 e 12). Observou-se uma maior expressão do 

gene nas células senescentes estimuladas com LPS, em relação ao grupo de 

células senescentes não estimuladas (*p≤0,05, Figura 9B). Em adição, uma 

redução foi observada na ausência de estímulos inflamatórios nas culturas de 

células senescentes em comparação com células saudáveis (**p≤0,01, Figura 

9C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: (A) Expressão do gene IL-10 nas amostras de culturas de células 

pulpares primárias saudáveis estimuladas com LPS e IFN-γ (1 μg.mL-1), após 

24h de incubação. (B) Expressão de IL-10 nas amostras de células pulpares 

primárias senescentes nas mesmas condições. (C) Análise comparativa da 

expressão de IL-10 nas amostras de células pulpares primárias saudáveis e 

senescentes. Os gráficos representam a média e desvio padrão da contagem de 

três réplicas biológicas em triplicata. *p<0,05 e **p≤0,01 representam diferença 

estatística verificada pelo teste two-way ANOVA e pós teste Bonferroni. 
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5.5.3. Avaliação da expressão de interleucina-6 (IL-6)  

A expressão do gene inflamatório IL-6 em células saudáveis e 

senescentes expostas aos estímulos de LPS e IFN-γ foi avaliada após 24h de 

incubação (Figuras 10 e 12). Observou-se uma maior expressão do gene pelas 

células saudáveis estimuladas com LPS e uma diminuição desta expressão, 

pelas células saudáveis estimuladas com LPS e IFN-γ, em relação ao grupo não 

senescente (p<0,05, Figura 10A). O aumento da expressão gênica também foi 

observado no grupo de células senescentes em relação ao grupo de células 

saudáveis, na ausência de estímulo inflamatório (p<0,05 Figura 10C). 
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Figura 10: (A) Expressão do gene IL-6 nas amostras de culturas de células 

pulpares primárias saudáveis estimuladas com LPS e IFN-γ (1 μg.mL-1), após 

24h de incubação. (B) Expressão de IL-6 nas amostras de células pulpares 

primárias senescentes nas mesmas condições. (C) Análise comparativa da 

expressão de IL-6 nas amostras de células pulpares primárias saudáveis e 

senescentes. Os gráficos representam a média e desvio padrão da contagem de 

três réplicas biológicas em triplicata. *p<0,05 representam diferença estatística 

verificada pelo teste two-way ANOVA e pós teste Bonferroni. 
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5.5.4. Avaliação da expressão do fator de crescimento 

transformador beta 1 (TGF-β1)  

A expressão do gene TGF-β1 por células saudáveis e senescentes 

expostas aos estímulos de LPS e IFN-γ foi avaliada após 24h de incubação 

(Figuras 11 e 12). Observou-se uma redução na expressão do gene no grupo 

não senescente, quando as culturas foram estimuladas com LPS e um aumento 

na expressão gênica quando as culturas foram estimuladas com LPS e IFN-γ, 

em relação ao grupo não senescente (*p≤0,05, Figura 11A). De forma 

semelhante, em células senescentes, também foi observada redução na 

expressão gênica nas culturas estimuladas com LPS e IFN-γ, em relação ao 

grupo não senescente (*p≤0,05, Figura 11B). Em adição, houve uma redução na 

expressão do gene em células senescentes em todas as situações 

experimentais testadas, quando comparado as culturas de células saudáveis 

(*p≤0,05, Figura 11C). 
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Figura 11: (A) Expressão do gene TGF-β1 nas amostras de culturas de células 

pulpares primárias saudáveis estimuladas com LPS e IFN-γ (1 μg.mL-1), após 

24h de incubação. (B) Expressão de TGF-β1 nas amostras de células pulpares 

primárias senescentes nas mesmas condições. (C) Análise comparativa da 

expressão TGF-β1 nas amostras de células pulpares primárias saudáveis e 

senescentes. Os gráficos representam a média e desvio padrão da contagem de 

três réplicas biológicas em triplicata. *p≤0,05 representa diferença estatística 

verificada pelo teste two-way ANOVA e pós teste Bonferroni. 
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Figura 12: Heatmap indicando a variação do nível de expressão gênica de TNF-

α, IL-10, IL-6, TGF-β1 por células da polpa dentária humana em estado 

proliferativo e senescente nas diferentes condições inflamatórias in vitro: 

estímulo com LPS (1 µg.mL-1), com e sem IFN-γ (1 µg.mL-1). 
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6. DISCUSSÃO 

 

A preservação da saúde do tecido pulpar é primordial para a manutenção 

das funções do complexo dentino-pulpar como capacidade formadora, nutritiva, 

defensiva e sensorial (15). Ao longo da vida do paciente, diferentes estímulos 

orais podem levar a alterações no tecido pulpar, como a ocorrência de cárie, 

realização de restaurações, doença periodontal, traumatismos dentais, trauma 

oclusal, dentre outros (15,43,44). Todos estes exemplos podem levar a 

alterações pulpares, culminando na senescência deste tecido. A senescência 

celular é caracterizada por uma parada irreversível no ciclo celular, além de 

alterações morfológicas, metabólicas, lisossomais, e nos fatores de secreção 

(45). Assim, uma polpa senescente apresenta alterações em suas funções 

defensivas e sensoriais, fatores essenciais para o sucesso de tratamentos 

endodônticos conservadores (46).  

Sabe-se que frente a estímulos externos, a polpa dentária é o tecido que 

apresenta capacidade de defesa (47). Essas reações de defesa pulpar podem 

culminar em uma resposta regressiva ou uma resposta inflamatória, a depender 

da intensidade e duração do estímulo, e da situação clínica do tecido pulpar e 

órgão dental. As reações inflamatórias pulpares culminam nos quadros clínicos 

de pulpite, que na grande maioria dos casos, inviabilizam a realização de um 

tratamento conservador. Já as alterações regressivas são caracterizadas pela 

formação de nódulos pulpares, calcificações difusas e reabsorções externas e 

internas (47,48). 

Dessa forma, para que um tratamento conservador culmine em sucesso 

é necessário o equilíbrio das respostas de defesa do tecido pulpar, para que a 

regeneração e o reparo do complexo dentino-polpa ocorram (46). Os eventos de 

migração celular, proliferação, diferenciação de células especializadas estão 

relacionados ao processo de resposta imunoinflamatória e devem ocorrer de 

maneira eficaz e controlada para o sucesso do tratamento endodôntico 

conservador (49). Dessa forma, pode-se afirmar que as células da polpa dentária 

precisam estar em um estado de saúde para desempenhar suas funções de 

defesa (46). Porém, diferentes situações clínicas podem levar a senescência 
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celular, podendo afetar o desempenho das defesas pulpares, muitas vezes 

comprometendo o sucesso clínico de procedimentos endodônticos 

conservadores.  

Desta forma, para melhor entendimento das alterações ocasionadas pela 

senescência nas células da polpa dentária humana, um modelo de senescência 

foi estabelecido. Neste modelo, a indução da senescência celular foi 

estabelecida pelo uso da doxorrubicina. A doxorrubicina é um agente 

antineoplásico bem estabelecido na literatura como agente indutor da 

senescência, sendo utilizada como protocolo de indução em diversos tipos 

celulares, incluindo fibroblastos (50) e células pulpares (38). Assim, em nosso 

modelo experimental, a doxorrubicina diluída em meio de cultura celular foi 

utilizada como agente indutor da senescência em culturas de células primárias 

pulpares humanas.  

Para a confirmação da indução do processo de senescência o ensaio de 

β-galactosidase foi realizado nas culturas, após 7 dias, por ser a coloração mais 

bem descrita para análise de senescência (51,52). Alguns estudos utilizam essa 

metodologia apenas para observação visual das células coradas (52), outros 

estudos utilizam a contagem das células coradas para comparação entre os 

estados celulares (53). Um estudo sugeriu, para fibroblastos, o valor de 80% de 

células coradas como indicador de senescência em cultura (54). Neste estudo, 

quase 99% das células após indução da senescência apresentaram aumento da 

atividade da β-galactosidase nos lisossomos, em relação as culturas não 

senescentes. 

Além do aumento da atividade da β-galactosidase, diversas outras 

características são relacionadas a células senescentes e frequentemente 

usadas para identificá-las, como mudanças na morfologia celular (55). As células 

senescentes são normalmente aumentadas, achatadas, multinucleadas e 

vacuolizadas (56). Nesse trabalho, por meio de fotografias obtidas por MEV foi 

possível analisar quantitativamente dois critérios de alteração morfológica. Em 

relação ao tamanho celular, foi observado que as células senescentes se 

apresentavam maiores, em comparação com as células saudáveis, confirmando 

mais um parâmetro das características de senescência, já estabelecido na 

literatura. Em adição, foi observado um menor número de prolongamentos 
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celulares nas culturas senescentes em comparação com as culturas não 

senescentes. Sabe-se que as extensões celulares desempenham um papel 

importante em vários processos fundamentais, incluindo remodelação 

regulatória da matriz (57) e cicatrização de feridas (58), indicando uma possível 

redução nas funções das células senescentes. Porém, mais estudos são 

necessários acerca das consequências dessas alterações morfológicas, tanto 

relacionadas ao tamanho celular aumentado, quanto a diminuição das extensões 

celulares, pois o significado e as consequências funcionais dessas alterações 

ainda não foram completamente esclarecidos. 

Outro ponto de grande importância para o reparo tecidual, é a capacidade 

proliferativa e migratória (49). Nesse estudo foi observado que as células 

senescentes proliferaram menos do que as células saudáveis, após 48 horas, 

demonstrando uma redução na capacidade proliferativa. Sabe-se que a 

senescência é caracterizada por uma parada irreversível no ciclo celular e a 

redução na capacidade proliferativa é uma das marcas típicas desse estado (1). 

Fato também observado previamente em culturas de células-tronco da polpa 

dentária em estado de senescência (59). Da mesma forma, também foi 

observado que as células senescentes apresentaram menor potencial migratório 

que as células saudáveis. Em adição, um estudo realizado com células tronco 

da polpa dentária de pacientes entre 12-16 e 50-65 anos de idade demonstrou 

uma redução na capacidade migratória relacionada a senescência (60), 

corroborando os resultados obtidos nesse trabalho. 

Considerando a importância dos eventos relacionados a resposta imune 

da polpa dentária e as alterações imunomodulatórias já observadas em células 

senescentes esse trabalho avaliou a expressão das citocinas TNF-α, IL-6, 1L-10 

e TGF-β1. A análise da expressão destes mediadores foi avaliada após o 

estabelecimento de simulação inflamatória in vitro, com estímulos de LPS com e 

sem IFN-γ. O LPS é uma molécula que se encontra abundantemente na 

membrana externa das bactérias gram-negativas e possui envolvimento no 

processo inflamatório por meio da promoção de respostas biológicas (61). Já o 

IFN-γ estimula redes intra e intercelulares a fim de regular a imunidade inata e 

adquirida além de regular positivamente uma variedade de parâmetros pró-

inflamatórios (62). Esses estímulos foram escolhidos por simularem uma 



50 
 

condição clássica de resposta ao processo inflamatório, situações já simuladas 

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

Já foi relatado que os estímulos microbianos ou de trauma induzem a 

liberação de TNF-α, uma citocina considerada como marcador de inflamação 

precoce (66). Em adição o TNF-α também está relacionado ao inflammaging e a 

um aumento constante da resposta inflamatória basal (8). Da mesma forma, 

também já foi relatado um aumento na expressão de TNF-α, relacionado ao 

envelhecimento de células dendríticas (67). Corroborando aos resultados já 

relatados na literatura nesse estudo foi observado um aumento da expressão de 

TNF-α em células pulpares senescentes em relação ao grupo não senescente. 

Porém, em situação simulada de uma resposta imunoinflamatória (estímulo com 

LPS e IFN-γ) não foi observada diferença significativa na expressão do gene por 

células senescentes em relação ao grupo não senescente. 

A IL-6 é uma citocina relacionada tanto a ações anti-inflamatórias como 

pró-inflamatórias. Estudos também mostram a IL-6 como protagonista durante a 

atividade inflamatória crônica, na qual atua como mediadora entre as fases 

aguda e crônica (68). Em adição, é considerada um dos principais mediadores 

de resposta do hospedeiro após agressões (8). Estudos já relataram uma maior 

presença de IL-6 em dentes com cárie profunda em comparação com polpas de 

dentes hígidos normais (69) e redução da expressão desse gene após 

tratamento restaurador (70). Em relação a senescência, essa citocina está 

associada a produção de proteína C reativa contribuindo para um perfil 

inflamatório (8). Neste estudo foi observado uma maior expressão do gene em 

células senescentes em relação ao grupo não senescente, sugerindo um perfil 

inflamatório exacerbado. Este resultado corrobora com os quadros de 

“inflammaging”, no qual a expressão da citocina IL-6 também está aumentada 

(71). Porém não foi observada diferença significativa entre células senescentes 

e saudáveis nos grupos estimulados com LPS e IFN-γ. 

Por outro lado, a IL-10 é uma citocina anti-inflamatória clássica e está 

relacionada a regulação da integridade e homeostase tecidual, reduzindo a 

inflamação e atuando no reparo tecidual (72). Sua ação em resposta a 

inflamação ocorre por meio de uma sinalização que inibe a produção de citocinas 
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inflamatórias, fatores estimuladores de colônias e várias quimiocinas em 

monócitos e macrófagos (72). Neste estudo foi possível observar um aumento 

dessa citocina em células saudáveis no grupo em que foi simulada uma situação 

infecciosa, ou seja, após o estímulo com LPS. Esse resultado corrobora com a 

função da citocina devido a sua ação anti-inflamatória. Em adição, foi observada 

uma redução na expressão quando comparada a expressão por células 

senescentes em relação a células saudáveis, sugerindo uma supressão na 

resposta anti-inflamatória das células senescentes. Essa diminuição na 

expressão da citocina anti-inflamatória também corrobora com o quadro de 

“inflammaging” (71). Este fato sugere um restabelecimento do equilíbrio da 

resposta inflamatória mais lento nas células senescentes o que possivelmente 

em um contexto de tratamento conservador, afetaria o prognóstico do 

tratamento.    

Caminhando no processo de reparo, o TGF-β é uma molécula 

sinalizadora que induz a proliferação celular, diferenciação celular, quimiotaxia 

em monócitos e células epiteliais, mesenquimais e neuronais (73). Em adição é 

considerado um potente regulador de respostas pró-inflamatórias e reações 

defensivas do complexo dentina-polpa (74). Um estudo demonstrou um efeito 

positivo do TGF-β1 na proliferação e ciclo celular (75). Neste trabalho foi possível 

observar uma redução na expressão de TGF-β1 quando comparada a expressão 

por células senescentes em relação a células saudáveis, incluindo os grupos 

experimentais contendo LPS e IFN-γ, esse resultado corrobora com a redução 

do potencial proliferativo e de diferenciação. Este fato também pode contribuir 

negativamente para o sucesso de procedimentos endodônticos conservadores 

realizados em uma polpa senescente. 

Assim, este trabalho demonstrou que as células dentárias pulpares 

humanas em estado de senescência celular apresentam alterações relacionadas 

a morfologia, além de uma redução na capacidade de proliferação e migração. 

Em adição, notou-se um aumento da expressão de genes relacionados a 

inflamação e redução nos genes anti-inflamatórios, sugerindo uma situação 

inflamatória exacerbada associada a imunossupressão. Dessa forma, pode-se 

inferir que possivelmente há um declínio geral das funções celulares do tecido 

pulpar dentário o que possivelmente pode afetar tratamentos clínicos 
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conservadores. Entretanto, limitações podem ser observadas neste estudo, além 

das limitações por se tratar de um trabalho in vitro a análise da expressão gênica 

para TNF-α, IL-6, IL-10 não demonstrou diferença estatística entre os grupos que 

simularam uma situação inflamatória por meio dos estímulos com LPS e IFN-γ. 

Sendo assim, considerando essas limitações e uma vez que existem outras 

possíveis alterações relacionadas a senescência em células pulpares, novos 

estudos são necessários. 

A temática de senescência pulpar não é um assunto com um volume 

grande de informações na literatura. Em uma busca no Pubmed relacionando os 

termos: senescência 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 senescência e 

como estas alterações celulares podem repercutir ao longo das respostas 

pulpares em procedimentos endodônticos conservadores. De forma semelhante, 

pouco se sabe sobre os processos de senescência em células do ligamento 

periodontal ou células da papila apical que também podem ter repercussões em 

processos cicatriciais do periodonto apical ou lateral, assim como em 

procedimentos endodônticos regenerativos. Assim, este trabalho deu início a 

uma linha de pesquisa no nosso laboratório, relacionada aos efeitos da 

senescência em diferentes células do elemento dental e da importância de se 

desenvolver estratégias para controle deste processo ao longo do tempo. Desta 

forma, as perspectivas do trabalho estão relacionadas ao melhor entendimento 

das alterações causadas pela senescência celular em todos os tecidos dentários 

e possíveis consequências em tratamentos clínicos, além do desenvolvimento 

de métodos para prevenir esse estado celular.  
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7. CONCLUSÃO  

 

Pode-se concluir que: 

 

 A senescência celular está relacionada a uma alteração da morfologia 

de células pulpares, aumentando o tamanho celular e reduzindo o 

número de prolongamentos celulares. 

 A capacidade de proliferação e de migração celular se apresentou 

reduzida em células senescentes da polpa dentária. 

 Observou-se um aumento na expressão das citocinas inflamatórias 

TNF-α e IL-6 por células senescentes e uma redução na expressão da 

citocinas anti-inflamatórias IL-10 e TGF-β1 por células senescentes.  

 As situações experimentais envolvendo uma situação inflamatória não 

demonstraram diferença estatística significativa. 
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RESUMO 

 
A polpa dentária em condições fisiológicas possui função de defesa, além da sua 
capacidade de reparo e dos mecanismos importantes nos processos patológicos. 
Algumas evidências indicam que as alterações decorrentes ao envelhecimento celular 
podem afetar diretamente a eficiência desses mecanismos. Várias modificações 
envolvidas no processo de envelhecimento celular podem ser atribuídas à senescência 
celular, uma resposta biológica que limita a proliferação de células, caracterizado 
principalmente por um estado permanente de parada do ciclo celular. Como outro fator 
relacionado ao processo de envelhecimento celular, pode-se citar a autofagia e a 
apoptose. Nesse sentido, o entendimento das consequências da senescência celular 
nos mecanismos das células pulpares faz-se necessário. Desta forma, o presente 



63 
 

trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade migratória, imunomodulatória, de auto 
degradação e morte celular de células pulpares humanas senescentes, em comparação 
com a resposta de células em estado de proliferação. Os testes de viabilidade serão 
realizados em células pulpares humanas através do método de MTT e a confirmação 
da senescência celular será realizada por meio do ensaio de β- galactosidase. Além 
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autofagia e apoptose através do Western blotting. Os resultados obtidos podem auxiliar 
no entendimento das alterações imunomodulatórias causados pela senescência em 
células pulpares, norteando novas pesquisas. 
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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. 

Keywords: senescence, pulp cells, apical papilla cells 

 

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 β-
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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]. It is 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)-α is an inflammatory cytokine derived 

from immune cells [1]. It is known that the TNF-α concentration increases in older 

people’s blood, compared to younger ones [20]. A study evaluated the 

association of TNF-α with odontoblastic differentiation in young and aged pulp 

cells. This study demonstrated that TNF-α 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-α [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-β-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, β-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 ß-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 ß-

galactosidase staining, and alleviates Idiopathic 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-β1 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-κB 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 ß-galactosidase and senescence-associated proteins p16, 

p21, p53 in 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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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 

mesenchymal 

stromal cells 

TGF-β1 transfection Salkin et al. 2019 

Dental pulp stem 

cells 

Depletion of MSX2 He et al. 2022 

Dental pulp cells Nicotinamide 

Phosphoribosyltransferase 

Inhibitor (FK866) 

Ok et al. 2020 

 

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

senescence in different tissues. 
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ANEXO III – Participação em demais artigos durante o período de mestrado.  

Artigo 1 - Ormondes de Farias J, Resende Ferreira AC, Cardoso Kostopoulos 
AG, Berto Rezende TM, Dias SC. Synergistic activity and immunomodulatory 
potential of levofloxacin and Synoeca-MP peptide against multi-resistant strains 
of Klebsiella pneumoniae. Microb Pathog. 2022 Feb;163:105403. doi: 

10.1016/j.micpath.2022.105403. Epub 2022 Jan 13. PMID: 35033636. 
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Artigo 2 - Farias JO, de Freitas Lima SM, Rezende TMB. Physiopathology of nitric 
oxide in the oral environment and its biotechnological potential for new oral 
treatments: a literature review. Clin Oral Investig. 2020 Dec;24(12):4197-4212. 

doi: 10.1007/s00784-020-03629-2. Epub 2020 Oct 15. PMID: 33057827. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



80 
 

Artigo 3 - Farias, Jade Ormondes de et al. Triclosan antimicrobial activity against 
dental-caries-related bacteria. Brazilian Journal of Oral Sciences [online]. 2023, 
v. 22 [Accessed 25 November 2022], e238076. Available from: 
<https://doi.org/10.20396/bjos.v22i00.8668076>. Epub 17 Oct 2022. ISSN 1677-
3225. 
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10.1007/s00784-020-03684-9. Epub 2020 Nov 16. PMID: 33200281. 

 

 


