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1. INTRODUCAO

A criopreservagdo baseia-se num complexo equilibrio estabelecido por uma
taxa de congelamento e um agente crioprotetor (AC) (DISSANAYAKE, 2010;
CHEN, 2011). Assim, apropriados AC devem permitir que a agua saia da célula
de forma suficientemente lenta para evitar danos nas membranas celulares, mas
suficientemente rapido para evitar a formacéo de cristais de gelo no interior da
célula. O Dimetil sulfoxido (DMSO) - (CHs)2SO é um solvente polar amplamente
aplicado como CA. Devido a sua natureza hidrofilica, o DMSO induz a saida de
agua em uma velocidade ideal capaz de reduzir o stress térmico durante a
transicdo do estado liquido para o estado solido (LINDERMANN, 2014).

No entanto, DMSO tem se mostrado citotoxico, uma vez que ele pode
diminuir a capacidade de células-tronco mesenquimais (MSC) em se proliferar e
diferenciar ap6s o descongelamento (LINDERMANN, 2014). Deste modo, estudos
tém testado substancias alternativas, tais como glicerol, etileno glicol e agucares,
tais como sacarose e trealose, devido a sua citotoxicidade reduzida como AC
(PARK, 2014). Tais ACs sdo amplamente utilizados em técnicas de vitrificagcéo,
gue sdo baseadas na eliminacdo da transicdo vitrea, chamada de vitrificacao.
Essa fase ocorre através de um processo rapido de congelamento. Depois disso,
a solucao é convertida em um solido amorfo, o qual deve estar livre de cristais de
gelo. Além disso, novas instalacdes especializadas, tais como congeladores de
campo magnético (LEE, 2010; LIN, 2015) e congeladores programados (PARK,
2014), tém sido aplicados para melhorar as propriedades biol6gicas de células e
minimizar os efeitos toxicos do CA.

Ha uma deficiéncia de informacdo sobre o comportamento de MSC de
tecidos dentais criopreservados. MSC sao provenientes de tecidos com
caracteristicas especificas e contém uma populacdo heterogénea de células
(DOMINICI, 2006), tornando a escolha do melhor agente crioprotetor uma tarefa
ardua. Um recente estudo demonstrou que os efeitos da expanséao celular in vitro
sobre a viabilidade e capacidade de diferenciacao celular ap6s 10% de DMSO é
dependente do tipo celular utilizado (DAVIES, 2014). Assim, o objetivo deste
estudo foi realizar uma revisédo sistematica da literatura, a fim de identificar a
influéncia de diferentes protocolos de criopreservacao sobre as propriedades
biolégicas de células-tronco dentais pés-descongelamento.
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2. METODOLOGIA

Foi realizada uma revisao sitematica dos protocolos de criopreservagao mais
utilizados, observando quais desses afetaram as propriedades biolégicas (taxa de
sobrevivéncia celular — TSC -, proliferacdo, diferenciacdo, manutencdo de
marcadores de células-tronco) de células isoladas a partir de tecidos dentais.
Palavras-chaves especificas e entre termos foram utilizados nas bases de dados
PubMed e ISI Web of Science® até abril de 2015. Dois revisores independentes
leram os titulos e resumos de todos os trabalhos respeitando os critérios de
inclusdo e exclusao pré-determinados. Os dados foram obtidos comparando as
propriedades biologicas das células-tronco de tecidos dentais (DSCs) e tecidos
dentais previamente e posteriormente a criopreservacdo. Os critérios de
elegibilidade da pesquisa foram o0s seguintes: a) artigos de pesquisa
experimentais; b) Estudos que avaliam as propriedades biol6gicas de (DSCs)
previamente criopreservadas ou células isoladas a partir de tecidos de dentes
previamente criopreservados; c) estudos que satisfazem os critérios minimos para
a caracterizacdo de células troncos mesenquimais (MSC) como descrito por
Dominici et al. Ja os criterios de exclusdo foram estudos que avaliacem tecidos de
origem que nao focem da polpa dentaria, germem de dentes deciduos, papila
apical e ligamento periodontal.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca inicial resultou em 1773 registros, dos quais 482 permaneceram
apos remocao de duplicatas. Assim, 32 foram selecionados apds avaliacdo de
titulo e abstracts sendo feita a sua leitura completa. Depois disso, 21 artigos
preencheram os critérios de inclusdo/exclusao sendo realizada a extraccdo de
dados. O Dimetilsulféxido (DMSO) foi aplicado como AC em 100% dos estudos
seleccionados, em concentracdes que variaram de 3% a 20%, sendo utilizado a
10% na maioria deles. Apenas 19% dos estudos incluidos realizaram a
criopreservacdo em periodos superiores a um ano (KUMAR, 2015; PAPACCIO,
2006; KODONAS, 2012; MA, 2012). Além disso, o uso de DMSO [10%] na
criopreservacdo mostrou bons resultados relacionados com a manutencao das
células apdés o descongelamento. O que demonstra sua eficacia como AC de
células e também tecidos, por periodos de até 2 anos mantendo as funcgdes
biologicas, como diferenciacio e marcadores de superficie (LEE, 2012;
VASCONCELOS, 2012; DOGAN, 2013)

Também foi visto que a técnica de congelamento rapido, sem pré-
congelamento, a (-80°C) por até um ano foi viavel mantendo as caracteristicas
das celulas e tecidos (KUMAR, 2015). O DMSO apresentou melhores
caracteristicas que agentes de vitrificagdo tais como glicerol e etileno glicol. No
entanto, um crioprotector modificado (0,05 M de glucose, 0,05 M de sacarose e
1,5 m de etileno glicol) permitiu> 70% da taxa de sobrevivéncia de células
estaminais do foliculo dentario humano ap6s 3 meses de armazenamento do
tecido (PARK, 2014).

A penetracdo dos agentes criopreservadores no congelamento do elemento
dental inteiro se mostrou mais eficaz com a realizacdo de pequenas perfuracdes
gerando micro-canais através da camada de esmalte. Desta forma, o AC
apresentou maior contato com o tecido pulpar. Células criopreservadas através
desta técnica expressaram marcadores de uma maneira semelhante as células
sem criopreservacdo. Além disso, foi possivel isolar celulas-tronco de tecidos
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pulpares (DPSCs) viaveis a partir de tecidos pulpares comprometidos por até seis
meses de crioconservacdo (CHEN, 2011).

MSCs provenientes de tecidos dentarios criopreservados tem apresentado
propriedades biolégicas tais como TSC, capacidade de adesdo, a alta taxa de
proliferacédo e diferenciagdo, sendo bastante semelhantes as observadas em DSC
nao crioconservada. Todos os estudos incluidos testaram o DMSO, sendo que o
DMSO 10% foi o CA mais aplicado, proporcionando pés-descongelamento TSC
acima de 90%.

4. CONCLUSOES

Nesta revisdo sistematica observamos que DSC podem ser
criopreservados principalmente com DMSO [10% - 20%] por periodos de até 2
anos mantendo a sua alta taxa de proliferacdo, multipotencia e marcadores de
superficie. A criopreservacao de todo o dente para isolar DSC futuramente parece
ser um meétodo ndo confiavel e investigacbes futuras sdo necessarias neste
campo. Por outro lado, a crioconservacdo do tecido pulpar intacto parece
constituir uma fonte atraente e confiavel para isolar DPSC. Contudo, os tempos
de criopreservacéo avaliados nesses estudos selecionados foram curtos, apenas
19% dos estudos incluidos foram por periodos mais longos do que um ano.
Assim, o comportamento de DSC no armazenamento em longo prazo pode néo
ser seguro. As conclusdes apresentadas nesta revisdo sistematica devem ser
interpretadas com cautela.
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