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que podem resultar em futuras perdas dentarias.

Potential Impact of This Research

This research primarily impacted the standardization of procedures for isolating
and characterizing dental pulp and periodontal ligament stem cells, as well as for the
in vitro induction of senescence through oxidative stress. Furthermore, this study
identified metformin and propolis as promising compounds for protecting against tissue

damage and premature senescence, which may lead to future tooth loss.
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RESUMO

A promocéao e manutencao da saude bucal sempre foram desafios para a odontologia.
Devido a complexidade dos tecidos orais e da microbiota, mesmo com o avancgo de
técnicas e materiais, o desfecho pode ser a perda dentaria derivada principalmente
de céries e doenca periodontal, além de doencas sistémicas como o diabetes. Todos
esses processos geram resposta inflamatdria, com aumento do estresse oxidativo que
intensifica o envelhecimento precoce dos tecidos de suporte e sustentacdo do dente.
Assim sendo, o controle de processos inflamatorios e do desbalanco oxidativo séo
importantes para prevencdo da senescéncia celular e para melhoria da saude
dentaria. A senescéncia celular, caracterizada pela parada irreversivel da proliferacao,
€ usualmente precedida pelo estado de pré-senescéncia, o qual é tipificado pela
alteracdo da morfologia e metabolismo celular e pelo acumulo de danos no DNA.
Apesar do campo de pesquisa sobre senescéncia celular estar evoluindo
rapidamente, ha questdes ainda ndo completamente elucidadas, especialmente com
relagdo a progressdo de mudancas que ocorrem em células primérias levando a
inducdo da senescéncia e culminando na morte celular. Tecnologias emergentes e a
padronizacdo de metodologias estdo proporcionando melhor compreensao sobre
essa interacdo intrincada e certamente resultardo em estratégias mais eficazes para
prevenir a senescéncia e os disturbios relacionados. Portanto, no contexto geral, este
estudo buscou estabelecer uma metodologia para auxiliar no melhor entendimento
dos mecanismos ou marcadores que caracterizam o estado de pré-senescéncia em
células de tecidos de sustentacdo dos dentes, e avaliar alternativas para reduzir as
alteracdes e retardar o processo de envelhecimento celular. Assim, utilizando o
modelo de pré-senescéncia induzida pelo H202 e tendo como base a premissa de que
0 estresse oxidativo pode ser reduzido pela acdo de agentes antioxidantes, este
estudo objetivou investigar se os compostos metformina e prépolis poderiam atuar
como moduladores do processo de senescéncia em células tronco mesenquimais de
polpa e do ligamento periodontal humanas. Para isso, foram isoladas por digestao
enzimatica e caracterizadas com anticorpos monoclonais de superficie (CD105,
CD90, CD45 e CD34) as células tronco mesenquimais humanas da polpa dental
(HDPSCs) e do ligamento periodontal (HPLSCs) e avaliados a cinética do ciclo,
proliferacdo e migracdo celular, taxas de células senescentes e apoptoticas,
alteracdes mitocondriais (massa e potencial de membrana) e no DNA, além do perfil
de expressdo de genes de vias de autofagia (ATG7), apoptose (BCL2, TP53),
senescéncia (GLB1) e metabolismo energético celular (PGC-7a). Primeiramente, 0s
dados evidenciaram o aumento na atividade lisossomal (aumento da atividade da [3-
galactosidase) e mudancas no tamanho e morfologia das células (dois dos principais
biomarcadores de senescéncia celular), confirmando a eficacia do modelo
experimental utilizando o H202 para a inducéo de pré-senescéncia. Posteriormente,
os resultados mostraram que a metformina e a propolis reduziram a atividade dos
lisossomos, a quantidade de danos primarios no DNA, além de induzir maior
expressédo dos genes TP53 e BCL2 e menor do PGC-1a. Concluindo, nossos achados
indicaram que a metformina e a prépolis podem criar condigbes favoraveis para a
reducdo de alteragGes celulares as quais poderiam promover a transicdo do estado
de pré-senescéncia para a parada persistente do ciclo, retardando, assim, o
envelhecimento e a morte celular.
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Abstract

The promotion and maintenance of oral health have always been challenges for
dentistry. Because of the complexity of oral tissues and microbiota, even with
advancements in techniques and materials, the outcome may be tooth loss mainly due
to caries and periodontal disease, along with systemic conditions such as diabetes. All
these processes generate an inflammatory response, with increased oxidative stress
that accelerates the premature aging of the supporting tissues of the tooth. Thus,
controlling inflammatory processes and oxidative imbalance is important for preventing
cellular senescence and enhancing dental health. Cellular senescence, defined by the
irreversible arrest of proliferation, is usually preceded by the pre-senescence state,
which is characterized by changes in cellular morphology and metabolism and the
accumulation of DNA damage. Although the field of research on cellular senescence
is growing rapidly, there are still questions that have not been fully elucidated,
especially regarding the progression of changes that occur in primary cells leading to
the induction of senescence and culminating in cell death. Emerging technologies and
the standardization of methodologies are providing a better understanding of this
intricate interaction and will certainly result in more effective strategies to prevent
senescence and related disorders. In general, the purpose of this study was to
establish a methodology for better understanding the mechanisms or markers that
characterize the pre-senescence state in tooth-supporting tissues, as well as to
evaluate alternatives for reducing changes and delaying the cellular aging process.
Thus, using the H,O,-induced pre-senescence model the premise that antioxidants
can reduce oxidative stress, this study aimed to investigate whether metformin and
propolis could act as modulators of the senescence process in human pulp and
periodontal ligament mesenchymal stem cells. Enzymatic digestion was used to isolate
human dental pulp stem cells (HDPSCs) and periodontal ligament (HPLSCs), which
were then characterized using surface monoclonal antibodies (CD105, CD90, CD45,
and CD34). The kinetics of the cell cycle, proliferation and migration, senescent and
apoptotic cell rates, mitochondrial changes (mass and membrane potential), and DNA,
in addition to the gene expression profiles of autophagy (ATG7), apoptosis (BCL2,
TP53), senescence (GLB1) and cellular energy metabolism (PGC-1a) pathways were
evaluated. Firstly, the data showed an increase in lysosomal activity (increased [3-
galactosidase activity) and changes in cell size and morphology (two primary
biomarkers of cellular senescence), so validating the effectiveness of the experimental
model using H,O, for the induction of pre-senescence. Subsequently, the results
showed that metformin and propolis reduced lysosomal activity, the amount of primary
DNA damage, and induced increased expression of the TP53 and BCL2 genes and
decreased expression of PGC-1a. In conclusion, our findings indicated that metformin
and propolis can create favorable conditions for the reduction of cellular alterations that
could promote the transition from the pre-senescence state to persistent cycle arrest,
thus delaying aging and cell death.
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1. INTRODUCAO

1.1Consideracdes iniciais

A saude fisica, mental e social sdo pilares fundamentais do bem-estar humano
e, nesse contexto, a saude oral é um indicador importante da saude geral, bem-estar
e qualidade de vida. O impacto das desordens orais pode ser observado em quatro
dimensdes principais - funcdo oral, dor orofacial, aparéncia orofacial e impacto
psicossocial — sendo que em todas a perda dentéria € um dos fatores mais importantes
(Schierz et al., 2021). A perda do elemento dental pode interferir em funcdes
essenciais como mastigar, morder, falar e engolir, pode ocasionar dores por
disfuncdes témporo-mandibulares, traumas na mucosa, gengiva e lingua por ma-
oclusao dentéria, além de poder contribuir para o desenvolvimento de doengas como
a depressao (Kusama et al., 2021). De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude
(OMS), em inglés WHO (World Health Organization), a pesquisa sobre salde bucal
deve sequir critérios como: indice de dentes cariados, perdidos e obturados (CPOD)
- (DMFT- Decayde, Missing and Filled Teeth), e o indice periodontal comunitario (CPI
— Community Periodontal Index), o qual considera sangramento gengival e bolsa
periodontal (WHO, 2013). Pesquisadores brasileiros, utilizando os critérios da OMS,
observaram grande associagcdo entre a perda de mais de 13 dentes (por céaries e
doenca periodontal) e doengcas como hipertensao arterial, artrite reumatdéide, diabetes,
depresséao e hipercolesterolemia em jovens a partir de 18 anos, entre os anos de 2013
e 2019 (Lima et al., 2023). Pesquisa realizada na Australia em 2017 e 2018 mostrou
gue a média de dentes cariados, perdidos e obturados por pessoa foi de 29,7 em
adultos acima de 15 anos, e que aproximadamente 29% dos adultos apresentavam
gengivite e prevaléncia de 30,1% de periodontite (Amarasena et al., 2021). Nos

Estados Unidos, metade dos adultos com idade entre 20 e 64 anos apresenta perda


http://blog.onze.com.br/artigos/bem-estar-do-funcionario/
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de ao menos um dente permanente, e um em cada seis adultos de 65 anos ou mais
é totalmente desdentado; esses dados estdo correlacionados a mecanismos
inflamatorios de doencas sistémicas crénicas e a doenca periodontal (Zhang et al.,
2022).

As principais causas de perdas dentarias sdo as caries e a doenca periodontal
resultante do desequilibrio bacteriano, que levam a perda 6ssea. O processo de cérie
ocorre pela desmineralizacéo dos tecidos duros do dente, parte inorganica (esmalte e
dentina), podendo chegar até o tecido mole, ou seja, a polpa (parte organica). Esse
processo é desencadeado por acidos formados pelo metabolismo de carboidratos
presentes no meio bucal e realizado por bactérias (principalmente Streptoccocus
mutans e Streptoccocus sobrinus), e ocorre devido a pouca quantidade e baixo pH da
saliva e por higienizacdo deficiente. Além desses fatores, a carie pode ser
consequéncia da maior susceptibilidade dos tecidos dentais devido a sindromes
genéticas (como as que causam amelogénese imperfeita) e deficiéncias nutricionais
gue podem levar a hipoplasia do esmalte (Rowinska et al., 2021).

Varias doencas sistémicas podem favorecer a perda dentaria. A hipertensao,
doencas do coracéo e o diabetes mellitus, por exemplo, sdo descritos como fatores
que atuam exacerbando a doenca periodontal (Konishi et al.,, 2021). Quando a
homeostase da cavidade oral é perturbada, podem surgir processos inflamatorios,
responsaveis pelo aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Rowinska et al.,
2021).

Ja é bastante conhecido que o estresse oxidativo pode bloquear o ciclo e induzir
morte celular, iniciar processo carcinogénico e provocar alergias e desordens
autoimunes relacionadas a excessiva estimulacdo das células e diminuicdo da

tolerancia do sistema imunoldgico (Watad et al., 2017). Além disso, 0 estresse
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oxidativo pode levar a senescéncia (envelhecimento celular) por meio do desbalanco
entre estimulos pro-oxidantes e as defesas antioxidantes (moléculas antioxidantes,
como minerais, vitaminas, carotenoides, etc) (Varesi et al., 2022).

A infeccdo e a inflamacao persistentes, causadas, por exemplo, por bactérias
gram-negativas, podem induzir danos a molécula do DNA os quais podem sinalizar a
entrada da célula em um processo de senescéncia. Apesar da resposta imune
proteger contra a invasao bacteriana, o estresse oxidativo durante a inflamacéo pode
indiretamente deteriorar tecidos periodontais levando ao dano de macromoléculas
(Aquino-Martinez et al., 2020). Assim, a periodontite, uma das complicacdes orais
mais comuns do diabetes mellitus (DM), pode causar reducdo na altura do 0sso
alveolar e perda de massa 0ssea alveolar. Foi descrito que o ambiente hiperglicémico
do DM gera EROs e esse estresse oxidativo pode levar a disfun¢des nos teldmeros
de cromossomos e, consequentemente, a senescéncia de células tronco de ligamento
periodontal, o que influencia a regeneracdo e reconstrugcdo do tecido 0Osseo
periodontal e, por fim, exacerba a perda 6ssea (Tang et al., 2022; Ye et al., 2024).

Varios estudos tém buscado respostas e possiveis formas de prevencao e
reducdo dos eventos que levam a perda dentéria. Contudo, muitos dos mecanismos
reguladores ainda permanecem obscuros, dificultando a elaboracdo de estratégias ou
meétodos para melhorar a saude bucal e proporcionar melhor qualidade de vida

(Maeda, 2020).

1.2 Patogénese da senescéncia e consequéncias sobre a saude bucal
O termo “senescéncia”’ surgiu pela observagdo de culturas de células de
mamiferos por Hayflick e Moorhead em 1961, quando notaram que células primarias

tinham vida atil finita em condicdes in vitro, contrastando com células cancerigenas
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que se dividem sem limites. Curiosamente, o termo “senescéncia” como usado no
artigo original desses pesquisadores, refere-se a um aumento na degradacao celular
e acumulo de detritos celulares no estagio final da cultura (denominado “estagio IlI”
pelos autores) (Hayflick e Moorhead, 1961; Ogrodnik, 2021).

A senescéncia celular (ou meramente “senescéncia”) é caracterizada pela
parada irreversivel da proliferacdo que ocorre em resposta a “gatilhos” intrinsecos e
extrinsecos, como danos no DNA, estresse oxidativo, ativacdo/inativacdo de
oncogenes e estresse de organelas (Van Deursen, 2014; He e Sharpless, 2017; Di
Micco et al., 2021). Fisiologicamente, a senescéncia € um mecanismo de supressao
da expanséo desenfreada de células, que pode prevenir a pré-malignizacao (Kang et
al., 2011; Amor et al., 2020) e atuar beneficamente na cura de feridas (Demaria et al.,
2014). Patologicamente, o acumulo aberrante de células senescentes pode gerar um
ambiente inflamatoério que leva a danos teciduais crénicos como fragilidade do esmalte
e dentina, perda éssea, exposicdo do cemento, calcificacao distrofica e morte pulpar,
além de doencas como aterosclerose, diabetes e osteoartrites (He e Sharpless, 2017,
Amor et al., 2020; Maeda, 2020). A senescéncia € também caracterizada por
mudancas na expressao de multiplos genes, alteracdo na ligacdo de histonas,
mudanca nos niveis de heterocromatina e/ou eucromatina, resisténcia a apoptose,
aumento da atividade metabodlica e aumento da producdo de proteinas pro-
inflamatorias que integram o fenotipo de secrecao associado a senescéncia (SASP-
senescence-associated secretory phenotype) (Tchkonia et al., 2013) (Figura 1).
Multiplos sinais podem levar a célula a entrar em senescéncia: sinais externos de
danos ou perigo (danos ou padrbes moleculares associados a patdégenos), sinais
metabdlicos (altos niveis de glicose, ceramidas, certos acidos graxos, prostandides,

hipoxia e EROs), fatores que repetidamente induzem a replicacéo celular (horménio
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