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SUPLEMENTOS DE MEIOS DE CULTURA PARA CELULAS TRONCO DA POLPA
DENTARIA: UMA REVISAO DE LITERATURA

O objetivo do artigo em questéao foi investigar o impacto da Suplementagdo em Meios
de Cultura de células tronco, apresentando seus principais impactos e uso em meios
de cultura. Para esta reviséo, diversos artigos foram analisados entre os anos de 1955
e 2022, em diferentes bases de dados (PubMed, Lilacs, Embase e Scielo). Apds a

analise, 15 artigos foram selecionados, tendo sido completamente lidos e analisados.

Palavras-chave: Células-tronco, polpa, proliferacdo, meio de cultura e suplementos.



SUPPLEMENTS OF DENTAL PULP STEM CELLS CULTURE MEDIA:
A NARRATIVE REVIEW

The aim of the article in question was to investigate the impact of Supplementation in
Stem Cell Culture Media, presenting its main impacts and use in culture media. For
this review, several articles were analysed between 2015 and 2022 in different
databases (PubMed, Lilacs, Embase and Scielo). After analysis, 15 articles were

selected, which were completely read and analysed.

Keywords: Stem cell, pulp, proliferation, culture medium and supplements.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

EGF Fator de crescimento da epiderme

bFGF Fator de crescimento basico de fibroblasto
FGF Fator de crescimento de fibroblasto

ECGF Fator de crescimento para células endoteliais
IGF-1 Somatomedina C

PDGF Fator de crescimento derivado de plaquetas
NGF Fator de crescimento nervoso

TGF-« Fator de crescimento transformante alfa

TGF-p Fator de crescimento transformante beta
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1 INTRODUGAO

De acordo com Alvarez (2012): células tronco sao pequenas células que nao
possuem caracteristicas fenotipicas de células presentes em tecidos adultos (epitelial,
conectivo, muscular, neural e imunolégico) mas sdo capazes de gerar células
diferenciadas de diferentes tipos encontradas nesses tecidos. Existem quatro tipos de
células tronco: duas fisiologicamente estao presentes em diferentes estagios da vida
— ceélulas tronco embrionarias e células tronco adultas — uma € induzida por
engenharia tecidual (células tronco pluripotentes induzidas) e ha células patolégicas
presentes no cancer, possuindo algumas propriedades de células tronco.

“‘Muitas investigacdes foram realizadas para definir as caracteristicas
essenciais das células tronco. Tais propriedades devem ser comuns em todas as
células tronco conhecidas, ou pelo menos em uma célula dos quatro grupos descritos
anteriormente, e apresentar um dos seguintes funcionais aspectos: 1) expresséo de
marcador de pluripoténcia, 2) ativagdo de vias de transdugdo encaminhadas para
manter as caracteristicas de célula tronco, 3) caracteristica de estagio proliferativo, 4)
si comportar de forma pluripotente em vitro, e (5) como si comportam apds serem
reintroduzidas in vivo” (Alvarez, 2012, p. 89).

O primeiro registro de Células Tronco da Polpa do Dente foi feito por Gronthos
(2000), usando conhecimento de reparo dentinario e encontrando auséncia de dados
sobre o processo. Apds isso, isolaram, proliferaram e compararam as Células Tronco
da Polpa do Dente com Células da medula éssea, resultando na descoberta de um

novo tipo de célula.
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2 PROPOSICAO

Esta revisédo de literatura se justifica pela necessidade de compreender mais
profundamente o impacto da suplementacdo dos meios de cultura de células tronco,
contribuindo para evidenciar o comportamento das células, o processo de proliferagao
celular, fatores de risco como senescéncia e proliferagdo de outros microrganismos

no meio.
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3 ARTIGO CIENTIFICO

Diferentes fatores demonstraram influenciar no meio de cultura tal como
relatado por diversos pesquisadores. Além disso, uma vasta literatura pode ser
avaliada, contudo, quando analisamos os meios é possivel criar uma lista com 13

elementos que podem impactar na taxa de proliferagao e protecao a infecgdes.

Meio livre de soro: Meio livre de soro nao requer suplementagao com soro,
mas contém discretamente proteinas ou fracdes de proteinas de
crescimento (tecidos de animais ou extratos de plantas) sendo
considerados quimicamente indefinidos.
Meio livre de proteina: O meio livre de proteina ndo contem grandes
moléculas ou fragdes de proteina, mas contém fracdes de peptideos
(proteinas hidrolisadas) e sao quimicamente definidos. Meios livre de
proteinas facilitam o processamento e recombinagdo das mesmas em
produtos celulares.
Meio livre de componentes derivados de animais: O meio ndo contem
componentes de origem animal ou humano. Esse meio nado ¢é
necessariamente definido (quando contém bactérias ou leveduras
hidrolisadas, ou extratos vegetais).
Meio quimicamente definido: Meio quimicamente definido ndo contem
proteinas, seja hidrolisada ou nao, além de nao conter compodsitos
desconhecidos.

Hormdnios purificados concentrados ou fatores de crescimento podem ser
adicionados seja de origem animal ou vegetal, ou suplementados com

produtos recombinantes.

Fonte: Elaborada pelo autor com base em Van der Valk et al, 2010.

Aminoacidos: “Quimicamente, aminoacidos sao moléculas que apresentam um

grupo carboxila (-COOH), além de um grupo amino (-NH2). Essa definicdo engloba
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um grande numero de moléculas, mas nem todas surgem naturalmente” (Salazar et
al, 2016, p.1162). Essas moléculas sdo divididas em dois grupos: essenciais (&
composto por moléculas que nédo podem ser produzidas naturalmente) e nao
essenciais (sdo moléculas que podem ser produzidas naturalmente).

Antibioticos: Segundo Farzaneh (2021); culturas de células tronco usualmente
contém antibioticos e antimicéticos como a penicilina, estreptomicina, gentamicina, e
anfotericina B para evitar a proliferagao de bactérias, fungos e outros contaminantes.
Numerosas publicagdes reconhecem sérios efeitos de antibidticos e antimicéticos nas
propriedades de células tronco humanas in vitro, incluindo proliferagao, diferenciacao,
sobrevivéncia e instabilidade genética.

Fatores de Anexo: “Diversos transportadores tem sido relatado. O suporte de
andaime (scaffold) & apropriado para diversos propdsitos como anexar células,
migracgao, proliferacao, diferenciagcdo, e a fungdo de produzir constructos teciduais
especificos. Uma das principais propostas seria prover suporte para reinserir células
transplantadas, mas os suportes apresentam preocupag¢des quanto sua natureza de
degradacéo, citotoxicidade e reagdes imunoldgicas por parte do receptor” (Tsutsui,
2021, p. 37). Além disso, andaimes nao apresentam padronizagdo, comegando com
a premissa que podem mostrar diferentes resultados em diferentes pesquisas.

Meios Basais: “Com o tempo, foi ficando mais claro que todos os tipos celulares
possuem seus proprios requisitos para a suplementacdo de meios de cultura.
Portanto, um meio de cultura universal (livre de soro) para células e tecidos pode ndo
ser viavel. Diferentes tipos celulares possuem diferentes receptores envolvidos na
sobrevivéncia, crescimento, diferenciacdo e liberam diferentes fatores para seu
desenvolvimento. O limite para o desenvolvimento € usando um meio de cultura que

contenha Soro Fetal Bovino, devido ao seu bom funcionamento, sendo excelente por
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diversas razdes” (Van der Valk et al, 2010, p. 1055). “Além disso, 0 meio basal contém
suplementagao essencial chamada de ITS (insulina, transferrina e selénio). Insulina,
0 primeiro componente é reconhecido como essencial em células de cultura desde
1924 e é atualmente o horménio mais comum utilizado. Transferrina é também uma
proteina essencial onde sua principal agao é transferir ferro para dentro das células.
Selénio é um trago elemental essencial e age particularmente em selenoproteinas que
protegem as células contra estresses oxidativos” (Van der Valk et al, 2010, p. 1055).

Glutamina: “A liberacdo de glutamina para a circulagdo €& controlada
principalmente por 6rgaos chave no metabolismo, como intestino, figado e musculos
esqueléticos. Durante fungbes catabdlicas a glutamina € essencial para o
funcionamento metabdlico, que pode ser comprometido pelo mal funcionamento da
homeostase inter-tecidual de aminoacidos. Por essa razao, glutamina é atualmente
parte do protocolo de nutricdo suplementar clinica e/ou recomendada para individuos
imunossuprimidos” (Cruzat et al, 2018, p. 1). Em contrapartida, glutamina se
transforma em glutamato e outros compostos que tornam o meio mais toxico, tornando
dificil a viabilidade de células tronco, por conta disso, o uso de “GlutaMAX” é
recomendado. “GlutaMAX €& uma L-alanina-L-glutamina dipepitideo que néo si
degrada em amodnia durante o armazenamento ou incubagdo. O mecanismo de
dipepitideo envolve uma gradual liberagdo de peptideos durante a cultura, o qual
gradual sofre hidrolise no meio. Baseado nas caracteristicas do GlutaMAX,
levantamos a hipdtese que a substituicdo da glutamina por GlutaMAX pode reduzir a
apoptose de blastocisto suinos e prolongar a vida util do meio” (Zhao et al, 2016,
p.369).

Fator de Crescimento: “Fatores de crescimento sdo geralmente adicionados ao

meio basal para aumentar a proliferacdo celular e estimular fungdes especificas na
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célula. Tradicionalmente, fatores de crescimento e outros suplementos séo
adicionados a granel em soro fetal bovino. A maioria dos fatores de crescimento sao
extremamente especificos quanto ao tipo celular. Outros s&do de uso mais geral
podendo apresentar diversos efeitos positivos em diferentes tipos celulares” (Van der
Valk et al, 2010, p.1056). “Soro contém diversos hormdnios, como insulina, horménios
adrenocorticais (hidrocortisona, dexametasona), hormdnios esteroides (estradiol,
testosterona e progesterona), etc. Os fatores de crescimento incluem fatores de
crescimento de fibroblastos, fatores de crescimento da epiderme, fatores de

crescimento plaquetarios, dentre outros” (Yang e Xiong, 2012, p. 6).

Fator de crescimento Célula alvo (comum) Célula alvo (especifico)

EGF Epiblasto, mesoblasto Queratindcito,
fibroblasto, condrdcito,
etc
bFGF Mesoblasto, Células endoteliais,
neuroectoderma fibroblasto, condrocito,
mioblasto, etc
FGF Mesoblasto, Fibroblasto, células
neuroectoderma vasculares
ECGF Células endoteliais Células endoteliais
IGF-1 Maioria das células
PDFG Células mesenquimais Fibroblasto, miécito,
neuroglia
NGF Células sensoriais, Neurdcito, neurdnio
células do sistema
simpatico
TGF-q Células mesenquimais
estimuladas
TGF-3 Inibir epiblasto

Fonte: Elaborada pelo autor com base em Yang e Xiong, 2012.
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Hormoénios: “Células que crescem in vivo sempre sdo reguladas por
somatomedina e hormdnios. Diversos pesquisadores demonstraram que
somatomedina e outros horménios sdo muito importantes para manter o
funcionamento celular e status (diferenciacédo e indiferenciagao). Alguns horménios
promovem efeitos de crescimento em diferentes tipos celulares. Por exemplo, insulina
pode promover o uso de glicose e aminoacidos nas células. Alguns horménios sao
especificos quanto a célula, como a hidrocortisona que pode promover o crescimento
em células da epiderme e a prolactina que induz a proliferacdo de células epiteliais
mamarias” (Yang e Xiong, 2012, p. 4).

Lipidios: “O papel dos acidos graxos e lipidios em culturas celulares ha muito
tempo € negligenciado. Lipidios servem como armazenamento de energia, como
estrutura constituinte da membrana celular e em transporte e sinalizacdo. Alguns
lipideos estao disponiveis no meio basal. No entanto, acidos graxos essenciais e
etanolamina sdo suplementos recomendados. Suplementos soluveis em agua sao
atualmente comercializaveis. Soro de albumina é um carreador de acidos graxos e
lipideos” (Van der Valk et al, 2010, p. 1055).

Inibidores de Protease: “Na presenca de inibidores de protease, tanto o
crescimento das fibras colagenas quanto a deposigao extracelular de fibras colagenas
sao elevadas. Além disso, inibidores de protease trabalham sinergicamente com acido
ascorbico, um conhecido reagente que aumenta a deposigao de matriz, mais a frente
aumenta a deposigao de fibras colagenas no espacgo extracelular” (Han et al, 2015, p.
197).

Proteinas: O uso de proteinas ndo € essencial em grande numero de casos,
mas com células tronco € amplamente recomendado por Francis (2010), as proteinas

melhoram a performance de crescimento celular, transportar pequenas moléculas
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como: lipideos, aminoacidos, horménios, peptideos, metais e outras pequenas
moléculas.

Proteinas hidrolisadas: Proteinas hidrolisadas sao usadas em diversos tipos de
cultura celular, em diversos artigos ha relato de efeitos benéficos e em outros sao
relatados redugéo de crescimento e taxa de proliferagao (provavelmente por conta da
reducao de pH). Segundo Hyung et al (2017), o uso desses suplementos oriundos de
Mytilus edulis (mexilhdo comum), causa diferenciagdo de células tronco de roedores
em osteoblastos; roedores, assim como humanos, sdao mamiferos, logo isso
provavelmente ocorre em células tronco humanas também.

Microelementos: Como descritos por Eagle (1955), microelementos sao
comumente diluidos em agua e distribuidos homogeneamente em meios de cultura;
devido sua necessidade em metabolismo celular, causam um grande impacto em
crescimento celular e proliferacao.

Vitaminas: “Vitaminas sao profundamente envolvidas em varios metabolismos
e processos de sinalizagdo basicos e muitos deles sao requisitados para fungdes
especificas das células tronco. Além da modulagdao convencional de células tronco
através de vias de sinalizag&o e fatores de crescimento, a modulagéo por vitamina
pode ser uma abordagem critica para a manutengao celular e diferenciacdo. Estudos
sobre vitaminas como A, B3 e C demonstraram que algumas vias sao vitamino-
dependentes, sendo recomendadas para a manipulagdo. No enteando, muitas
vitaminas ndo foram sistematicamente exploradas em diferentes estudos sobre

células tronco” (Godoy-Parejo et al, 2020, p. 1783).
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4 CONSIDERAGCOES FINAIS

A melhor possibilidade para o cultivo de células tronco da polpa do dente deve
ser semelhante a composicdo da propria polpa. Portanto, necessita apresentar
aspecto alcalino, presenca de O2, e como nao é possivel vedar o meio de cultura tal
qual a polpa, o uso de antibidticos/antimicéticos para prevenir infecgdes € indicado; o
meio basal deve conter microelementos, carboidratos, horménios de crescimento e
lipideos; glutamina (é indicado o uso de GlutaMAX); proteinas (o uso de proteinas
hidrolisadas é contraindicado, tendo em vista que estas podem induzir a diferenciacéo
celular) e vitaminas.

Os seguintes suplementos sao indicados, mesmo que nao sejam obrigatérios
para o éxito do meio: fator de anexo (o uso de andaimes - "scaffold" - demonstra uma
alta na taxa de proliferacéo e crescimento celular, permitindo aos pesquisadores mais
praticidade e eficiéncia) e inibidor de protease (embora permita maior fixacao,
resisténcia, coeséo e elasticidade, o substrato dificulta a transferéncia das células
para outro meio de cultura e pode aumentar a taxa de diferenciagao, visto que nao ha
estudos que realizaram essa analise).

Resultados descritos por diversos autores concluiram que é possivel realizar
proliferacdo sem diferenciar as células, mas o limite dessa condi¢cédo é desconhecido.
Oscilagbes nos meios de cultura e contato com células diferentes induzem a
expressao de genes que podem desencadear o processo de diferenciagao.

Além disso, nao é possivel afirmar qual € o limite de passagens, tendo em vista
que o "desgaste" dos teldbmeros pode causar apoptose ou desencadear uma
malignizagdo das células, alterando seu material genético; o que dificulta a aplicagao

da bioengenharia.
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Analisando isso é possivel compreender a necessidade de novos estudos,
buscando o conhecimento do processo de diferenciacao, proliferacao e destruicdo dos

teldbmeros das células tronco da polpa do dente.
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