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RESUMO 

 

Objetivo: O objetivo desta pesquisa é testar um método inovador de conservação 

extracorpórea de glândulas salivares submandibulares. O método empregado foi 

do resfriamento a temperaturas abaixo de 0°C (criopreservação) para futuro 

reimplante, baseado no método de criopreservação de paratireóides. Material e 

Método: Foram removidas cirurgicamente 20 glândulas, sendo 10 glândulas 

submandibulares teste e 10 glândulas submandibulares controle. As glândulas 

submandibulares teste foram acondicionadas em criotubos estéreis em um meio 

de criopreservação preparado previamente com uma mistura de 20% (em 

volume) de soro autólogo, dimetil sulfóxido 20% (crioprotetor)  e 60% RPMI-1640. 

Em seguida, submetidas a um resfriamento de aproximadamente 1°C/min por 

refrigeradores que atingem -20°C, -40°C e -80°C. As glândulas foram transferidas 

para congeladores de estocagem com nitrogênio líquido chegando a -152ºC. 

Dois métodos de descongelamento foram testados: 1) 4 glândulas 

submandibulares retiradas após 30 dias do nitrogênio líquido foram 

descongeladas em meio RPMI 1640 e 10% de soro fisiológico em 37ºC durante 

10 minutos  2) 6 glândulas foram descongeladas após 60 dias em meio RPMI 

1640 e 10% de soro fisiológico entre 30-32ºC durante 1 minuto. As peças foram 

processadas e coradas por hematoxicilina e eosina e submetidas a 

imunoistoquimica para citoqueratina 14. Para o estudo morfológico, os critérios 

utilizados foram integridade celular de ácinos , dos ductos e necrose.  Para o 

estudo morfométrico, realizou-se medição de 180 campos escolhidos 

aleatoriamente no aumento de 400x em cada lâmina. Três medições foram feitas: 

a área total dos ácinos, de estruturas ductais e o número de núcleos acinares 

numa área retangular de 191943,2ųm2 de área. A imunoexpressão foi 

classificada em positiva ou negativa. Resultados: Foram apresentadas na 

morfologia: 1) 4 primeiras glândulas apresentaram 100% de necrose, sendo 

excluídas da análise morfométrica e imunoistoquimica. 2) 6 glândulas 

apresentaram integridade celular de ácinos e ductos. Na morfometria, foram 

observados diferenças estatisticamente significativas nas áreas dos ácinos 

(p=0,04857) e ductos (p= 0,0000) das glândulas criopreservadas comparadas 

com as de controle, possuindo áreas menores comparadas com glândulas 
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normais, sofrendo atrofia. Não houve diferenças estatisticamente significativas no 

número de núcleos acinares . Na imunoistoquímica, a reatividade nas glândulas 

amostrais com a Citoqueratina 14 foram todas positivas. Conclusão: As glândulas 

salivares submandibulares submetidas à criopreservação apresentaram 

alterações morfológicas e morfométricas (atrofia), condições compatíveis com 

manutenção da  normalidade. Os resultados sugerem a possibilidade de um 

método inédito de conservação extra-corpórea de glândulas salivares 

submandibulares através de congelação.  
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Abstract: 

Objective: The objective of this research is  test a new method of extracorporeal 

preservation of the submandibular glands. The method used was cooling to 

temperatures below 0 ° C (cryopreservation) for future reimplantation based on the 

method of cryopreservation of parathyroid glands. Material and Methods: 20 

surgically removed glands, 10 submandibular glands test and 10 submandibular 

glands control. The submandibular glands test were placed in sterile cryotubes in a 

cryopreservation medium previously prepared with a mixture of 20% (by volume) 

autologous serum, 20% dimethyl sulfoxide (cryoprotectant) and 60% RPMI-1640. 

Then subjected cooling of approximately 1 ° C / min with refrigerators that reach -20 ° 

C, -40 ° C and -80 ° C. The glands were transferred to storage freezers with liquid 

nitrogen reaching -152 ° C. Two methods of thawing were tested: 1) 4 submandibular 

glands removed after 30 days of liquid nitrogen were thawed in RPMI 1640 and 10% 

saline at 37 ° C for 10 minutes 2) 6 glands were thawed after 60 days in RPMI 1640 

and 10% saline solution between 30-32 ° C for 1 minute. The specimens were 

processed and stained with hematoxicilina and eosin and subjected to 

immunohistochemistry for cytokeratin 14. For the morphological study, the criteria 

used were cellular integrity of acini, ducts and necrosis. For the morphometric study 

was  measurement of 180 randomly chosen fields at 400x magnification on each 

slide. Three measurements were made: the total area of acini, ductal structures and 

the number of  acini nuclei in a rectangular area 191943.2 ųm2 . The immunostaining 

was classified as positive or negative. Results: We presented the morphology: a) 4 / 

1 glands showed 100% necrosis, being excluded from the morphometric analysis 

and immunohistochemistry. 2) 6 glands showed cellular integrity of acini and ducts. 

In morphometry, significant differences were observed in areas of acini (p = 0.04857) 

and ducts (p = 0.0000) of cryopreserved glands compared with the control, having 

smaller areas compared with normal glands, undergoing atrophy. There was no 

statistically significant differences in the number of acinar nuclei. In 

immunohistochemistry, the reactivity in the glands with Cytokeratin 14 sample were 

positive. Conclusion: The submandibular salivary glands subjected to 

cryopreservation showed morphological and morphometric (atrophy) conditions, but 

compatible with maintenance of normality. The results suggest the possibility of a 
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new method of conservation extracorporeal submandibular salivary gland by 

freezing. 
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1. Introdução 

A radioterapia afeta não somente as células neoplásicas, mas também os tecidos 

normais circunjacentes, como mucosa, vasos, músculos, ossos e glândulas 

salivares. Os pacientes que recebem radioterapia em cabeça e pescoço podem 

apresentar um número significativo de complicações bucais como mucosite, 

xerostomia, dor bucal intensa, disgeusia e hipersensibilidade dentária (Keefe, 2006; 

Patel et. al., 2010; Chen et.al., 2011). 

A xerostomia é uma condição em que a função das glândulas salivares são 

alteradas causando hipossalivação na boca e resultando em queixas subjetivas de 

boca seca. O tecido glandular é altamente sensível à radiação e a disfunção salivar 

desenvolve-se quando as glândulas estão nas áreas irradiadas. O fluxo salivar 

geralmente diminui em 50% a 60% durante a primeira semana de radiação e o fluxo 

salivar basal atinge nível mensurável mínimo em 2 a 3 semanas após 23 Grays (Gy). 

Duas técnicas padrão irradiam as glândulas salivares maiores. As doses de 

irradiação chegam a 60-65 Gy, resultando no comprometimento total de todo o 

tecido glandular irradiado e desenvolvimento de xerostomia (Guchelaar et. al., 1997).  

A xerostomia é permanente e devastadora. Suas consequências são inúmeras, 

afetando significativamente a qualidade de vida do paciente. Prejudica a mastigação, 

deglutição, gustação e altera a microbiota bucal, favorecendo o desenvolvimento da 

cárie. A mucosa bucal torna-se seca, ulcerada e dolorosa. Os pacientes 

desenvolvem baixa tolerância para próteses dentárias, devido à fragilidade dos 

tecidos e à falta de lubrificação. A fala é alterada e a deglutição fica dolorosa. A 

alimentação é alterada, conduzindo a distúrbios nutricionais. O sono é afetado, com 

os pacientes acordando para umedecer a boca seca (Vissink et al., 2010). 

De modo geral, os esforços de manejo dos pacientes irradiados se concentram em 

dois métodos:  

Preventivos (tratamento odontológico prévio, nutrição apropriada, higiene bucal 

efetiva e detecção precoce de lesões bucais; uso de agentes citoprotetores; 

proteções glandulares especiais durante a radioterapia e uso de feixes altamente 
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dirigidos e seletivos; transferência cirúrgica de glândulas salivares para posterior 

reimplante e transferência genética e bioengenharia). 

Terapêuticos e paliativos (uso de fármacos; fluoretos, antimicrobianos, substitutos da 

saliva e sialogogos).  

O objetivo desta pesquisa é analisar morfologica, morfometrica e 

imunoistoquimicamente a viabilidade das glândulas salivares submandibulares 

removidas cirurgicamente e submetidas à criopreservação, com o propósito 

reimplante após radioterapia.   
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2. Revisão de literatura 

Carcinomas da cabeça e pescoço constituem um grupo heterogêneo de doenças 

complexas e são responsáveis por altas taxas de morbidade e mortalidade na 

população. São várias as modalidades de tratamento para o carcinoma de cabeça e 

pescoço. A ressecção cirúrgica é a preferencial, pois somente o uso de radiação 

para a mandíbula pode resultar no desenvolvimento de osteorradionecrose. A 

remoção do câncer é feita com margem de 1-1,5 cm no tecido circunjacente. 

Metástase linfática é comum, ocorrendo em aproximadamente 45% dos pacientes. O 

esvaziamento cervical dos linfonodos cervicais é preconizado para a eliminação e 

controle da metástase. Para pacientes com lesões extensas ou com envolvimento 

de múltiplos linfonodos, a radioterapia pós-operatória é necessária (Ow & Myers, 

2011). 

 A radioterapia da região da cabeça e pescoço provoca complicações agudas e 

crônicas. Os efeitos colaterais agudos são a mucosite, disfagia, rouquidão, eritema e 

descamação da pele. As complicações crônicas afetam os vasos sanguíneos, 

glândulas salivares, mucosa, tecido conjuntivo e osso. A intensidade das 

complicações está diretamente relacionadas com a dose, incluindo a dose total, 

fracionamento e duração do tratamento. Possíveis sequelas incluem osteonecrose, 

fibrose subcutânea, trismo, perda do paladar, disfunção da tireóide, estenose 

esofágica, cárie dentária e hipossalivação, danos no ouvido médio ou interno (Trotti, 

2000; Dirix, 2006). 

A irradiação das glândulas salivares causa progressiva perda da função da glândula 

(hipossalivação) desde o início da radioterapia. Na primeira semana ocorre 

diminuição de 50% a 60% no fluxo salivar e, após sete semanas, diminui para cerca 

de 20% (Franzen et al., 1992). Com doses menores, o dano parece ser reversível, 

embora a glândula parótida sofra danos irreversíveis com 25-40 Gy (Roesink, 2001). 

Mudanças quantitativas e qualitativas na saliva predispõem o paciente a vários 

problemas (secura da boca e prejuízo das funções normais como fala, mastigação e 

deglutição) devido à lubrificação insuficiente. Além disso, a mucosa bucal tornar-se 

seca e atrófica, causando ulcerações frequentes. Epstein et al. (1999) realizaram um 

levantamento de 65 pacientes que sobreviveram por mais de 6 meses após a 
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radioterapia e constatou que 91,8% queixaram-se de boca seca, 43% tiveram 

dificuldade de mastigação, 63,1% com disfagia, 75,4% relataram perda de paladar, 

50,8% possuíam alteração de fala, 48,5% tinham dificuldade com próteses totais 

removíveis  e 38,5% relataram aumento da cárie dentária.  

Os danos no DNA induzidos pela radiação prejudicam a divisão celular normal, 

resultando em morte celular ou senescência das células. Com base nas taxas de 

proliferação das células glandulares (60-120 dias), espera-se uma resposta tardia do 

tecido (> 60 dias) (Stewart & Van Der Kogel, 2002). No entanto, as mudanças na 

quantidade e composição da saliva indicam que essas glândulas são sensíveis e 

respondem antes dos danos no DNA (Coppes et al., 2002). 

Lesões provocadas pela radiação levam principalmente à perda das células acinares 

e consequente diminuição na produção de saliva. Curiosamente, os ductos 

salivares, embora privados da função, permanecem intactos (Konings et al., 2005). A 

relação da apoptose e da morte celular com disfunção da glândula salivar 

permanece obscura. Paardenkooper et al. (1998) não observaram um aumento 

dose-dependente de células apoptóticas muito cedo após a radioterapia, enquanto 

Ávila et al. (2009) verificaram que o início da disfunção da glândula salivar induzida 

por radiação é resultado de apoptose induzida por p53. A hipótese de apoptose em 

massa, a saída de grânulos e subsequente lise de células acinares é a mais aceita 

para explicar a disfunção radioinduzida das glândulas salivares (Nagler et al., 1997). 

No entanto, vários estudos não mostram perda de células durante os primeiros dias 

após a irradiação, embora o fluxo de saliva seja dramaticamente reduzido (Vissink et 

al, 1990). Aparentemente, as células produtoras de saliva não desaparecem, mas 

perdem a sua função durante os primeiros dias após a irradiação. 

Coppes et al. (2001) observaram que a perda da função da glândula salivar ocorre 

em quatro fases. A primeira fase (0-10 dias) é caracterizada por um rápido declínio 

no fluxo salivar, sem mudanças na secreção de amilase ou no número de células 

acinares. A segunda fase (10-60 dias) consiste em uma diminuição do fluxo e na 

secreção de amilase em paralelo com a perda de células acinares. O fluxo salivar, a 

secreção da amilase e o número de células acinares não mudam na terceira fase 

(60-120 dias). Na quarta fase (120-240 dias) ocorre um aumento no número de 
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células acinares, entretanto com uma deterioração morfológica tanto nas células 

quanto no tecido.  

Konings et al. (2005) sugeriram dois mecanismos distintos para explicar a disfunção 

radioinduzida da glândula salivar. Primeiro, há um defeito no funcionamento celular 

por causa do dano à membrana seletiva, danificando os receptores muscarínicos 

que controlam as vias da excreção de água, não ocorrendo morte ou lise imediata 

das células. Tardiamente ocorre morte de células progenitoras e células-tronco, 

assim inibindo a renovação celular adequada. 

 A secreção salivar continua a declinar vários meses após a radioterapia (Valdez, 

1991). Posteriormente, é possível alguma recuperação celular até 12 a 18 meses 

após a radioterapia, dependendo da dose recebida e o volume do tecido da glândula 

irradiada. No entanto, em geral, desenvolve-se uma xerostomia irreversível 

(Roesink, 2001). 

 Entretanto, BRAAM et al. (2005) relataram que a produção salivar poderia ainda se 

recuperar parcialmente, com cerca de 32% no aumento do fluxo salivar em 1 a 5 

anos após a radioterapia. Este dado não é aceito de forma geral, e outro estudo 

longitudinal encontrou pouca recuperação ao longo do tempo em pacientes que 

receberam radiação nas glândulas salivares (Eisbruch & Terrell, 2003).  

De modo geral, os esforços de manejo dos pacientes irradiados têm sido 

concentrados em dois métodos: preventivos, como exemplo: uso de agentes 

citoprotetores (Wasserman et al., 2005; Jellema et al., 2006; Hensley et al., 2009); 

uso de feixes de radiação com intensidade modulada (Eisbruch et al., 1999; Vergeer 

et al., 2009); transferência cirúrgica de glândulas salivares para posterior reimplante 

(Kumar et. al., 1990; Macleod e Robbins 1992; Greer et al., 2000; Spiegel et al., 

2000; Spiegel et al. 2001; Seikaly et al., 2001; Jha et al., 2003; Seikaly et al., 2004) e 

implantação de células tronco ( Lombaert et al., 2006) e terapêuticos como exemplo 

o uso de medicamentos (Bjornstrom et al., 1990, Johnson et al., 1993; Le Veque et 

al., 1993, Hamlar et al., 1996 Ringash et al., 2004; Gornitsky et al., 2005); fluoretos e 

antimicrobianos (Jellema et al., 2001); substitutos da saliva e sialogogos (Epstein et 

al.,1991).  Entre os métodos preventivos, a radioproteção direta pode ser alcançada 

pelo uso de amifostina. Quando a amifostina entra na corrente sanguínea, é 
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rapidamente hidrolisada pela fosfatase alcalina do endotélio e convertida em sua 

forma ativa, WR-1065. Esta forma ativa penetra nas células e núcleos, onde atua 

como um protetor contra os radicais livres, prevenindo assim danos causados pela 

radiação ao DNA. Embora a amifostina tenha o potencial para reduzir xerostomia 

durante e após o tratamento, uma proporção significativa de pacientes continuam a 

apresentar xerostomia. A administração intravenosa da amifostina é acompanhada 

de muitos efeitos colaterais e mais estudos são necessários para confirmar o 

benefício da amifostina (Wasserman et al., 2005, Jellema et al. 2006, Hensley et al., 

2009). 

Outra tentativa de prevenção é a radiação com intensidade modulada. Muda-se o 

cronograma da radioterapia comum, fracionada em mais sessões e permitindo uma 

focalização maior na neoplasia e, portanto, trazendo a possibilidade de melhor 

proteção dos tecidos vizinhos (por exemplo, glândulas salivares). A radioterapia de 

intensidade modulada é atualmente recomendada para câncer de cabeça e 

pescoço, pois limita a dose de radiação acumulada nos tecidos normais e pode 

reduzir a dose para parótida, submandibular, sublingual e glândulas salivares 

menores e ao mesmo tempo ajudar a manter o fluxo salivar (Eisbruch et al., 1999). 

Apesar da radiação de intensidade modulada reduzir significativamente a 

possibilidade da xerostomia quando comparada com a radioterapia convencional, 

aproximadamente 40% dos pacientes ainda se queixam de xerostomia após este 

tratamento (Vergeer et al., 2009). 

 As técnicas de transferência de glândulas salivares em humanos foram introduzidas 

recentemente e poucas pesquisas foram publicadas a respeito (Jha et al. 2003, 

Seikaly et al., 2004). Trata-se, porém, de uma técnica com grande relevância 

científico-social, uma vez que os sofrimentos dos pacientes irradiados são extremos.  

Glândulas sublinguais foram transferidas como enxerto livre (sem reanastomose 

microvascular) para o fórnice do olho de coelhos, como tratamento para a 

xeroftalmia. Kumar et. al. (1990) observaram diminuição de ulcerações de córnea 

em 75% e glândulas transplantadas permaneceram pelo menos 50% funcionais 

após o transplante. Macleod e Robbins (1992) seguiram com um procedimento 

semelhante em 8 pacientes humanos: 7 deles relataram melhora significativa na 

xeroftalmia. Geerling et. al. (1998) descreveram 22 pacientes que se submeteram a 
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transplante de glândula submandibular microvascular para tratamento de 

xeroftalmia; 88% dos casos as glândulas mantiveram-se viáveis em 3 meses e 75% 

após 1 ano. Daqueles pacientes com transplantes viáveis, 75% pararam de usar o 

colírio, com alguns exigindo a redução cirúrgica do tamanho da glândula. 

 Estudos em animais demonstraram a viabilidade de transplante de glândulas 

submandibulares e de tecido parotídeo. Greer et al. (2000) obtiveram sucesso 

realizando transplante imediato de tecido glandular da parótida e das 

submandibulares para uma bolsa submucosa na bochecha de hamsters. A análise 

histológica das glândulas transportadas demonstrou tecido intacto, organizado e 

viável.  

Spiegel et al. (2000, 2001) realizaram dois experimentos de transplante 

microvascular e reimplante de glândulas submandibulares em coelhos e em ratos. 

As glândulas submandibulares foram transplantadas subcutaneamente, com 

anastomoses microvasculares, para a virilha dos ratos. Após diversos intervalos de 

tempo, os campos foram reabertos e as glândulas examinadas, macro e 

microscopicamente. Apresentaram viabilidade, com morfologia normal. No estudo 

em coelhos, os autores realizaram segunda cirurgia, também com técnicas 

microvasculares, transplantando as glândulas para a região cervical. As glândulas 

igualmente se mostraram viáveis. 

Demonstrou-se recentemente que a glândula submandibular de humanos pode 

sobreviver à transferência cirúrgica e continuar com a função adequada após 

radioterapia da cabeça e pescoço. As glândulas foram transferidas para o espaço 

submental e protegidas por barreiras adequadas durante a fase radioterápica. 

Posteriormente, a funcionalidade das glândulas foi demonstrada pela verificação do 

fluxo salivar e radioisótopos. A esta manobra cirúrgica foi dado o nome de 

procedimento Seikaly – Jha. Esta opção só é viável em pacientes para os quais está 

prevista radioterapia pós-operatória, pois a transferência é feita como parte da 

intervenção cirúrgica. Obviamente, nem sempre é fácil prever quais pacientes vão 

necessitar de radioterapia pós-operatória e alguns pacientes podem recusar 

tratamento. Em alguns pacientes, a proximidade do câncer com a glândula impede 

sua transferência, sendo esta a maior limitação deste procedimento (Seikaly et al., 

2001). Jha et al. (2003) realizaram o maior estudo para este tratamento, em que 17 
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de 60 pacientes (28,3%) foram submetidos a transferência de glândula salivar e 

todas as glândulas sobreviveram à transferência e funcionaram bem. A técnica 

cirúrgica não teve complicações e acrescentou uma média de 45 minutos para o 

procedimento cirúrgico. A glândula submandibular foi deixada pediculada e então 

rodada anteriormente sob o ventre anterior do músculo digástrico; a artéria e veia 

faciais foram preservadas. Os resultados na prevenção da xerostomia são 

convincentes: 81% dos pacientes não tiveram nenhuma ou mínima xerostomia, e 

19% tiveram de moderada a severa xerostomia. Estudos longitudinais foram 

publicados recentemente e 83% dos pacientes relataram quantidades normais de 

saliva dois anos após a radioterapia (Seikaly et al., 2004).  

Como se pode observar nos estudos anteriormente mencionados, nenhum estudo 

na literatura, até o presente momento, aborda a hipótese de conservação 

extracorpórea de glândulas salivares para reimplante posterior à radioterapia. Kolahi 

& Mansourian (2010) publicaram na revista Medical Hypotheses a hipótese de se 

fazer autotransplante de glândulas salivares menores criopreservadas pós-

radioterapia, sem nenhuma pesquisa realizada. Não há nenhuma pesquisa na 

literatura que apresente um método de criopreservação de glândulas salivares. 

O resfriamento a baixas temperaturas (criopreservação) é muito utilizado para 

ovócitos humanos, embriões, esperma e tecidos gonadais. Estão bem estabelecidos 

vários protocolos para criopreservação de esperma humano e embriões, a maioria 

estabelecidos há mais de 15 anos e classificados como “resfriamento lento" ou 

“procedimentos de resfriamento equilibrado” (Leibo, 1986; Mazur,1990).  

Nesses procedimentos de resfriamento lento, crioprotetores (anticongelantes) são 

adicionados à solução em torno da célula e da amostra e, em seguida, resfriados a 

uma taxa ditada pelo tamanho e permeabilidade da célula. O primeiro crioprotetor 

que surgiu foi o glicerol, descoberto acidentalmente. O subsequente 

desenvolvimento de técnicas de criopreservação teve um enorme impacto em 

muitas áreas, principalmente na medicina reprodutiva (Pegg, 2002). 

 Os danos celulares da congelação acontecem de duas formas: danos diretos a 

partir de cristais de gelo e danos secundários causados pelo aumento da 

concentração do crioprotetor, tóxico em altas dosagens. O congelamento intracelular 
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é letal, mas pode ser evitado pela congelação suficientemente lenta e sob 

concentrações aceitáveis de crioprotetor. Os crioprotetores agem principalmente por 

reduzir a quantidade de gelo que se forma em qualquer temperatura abaixo de zero. 

O transporte de crioprotetores para dentro e fora das células e tecidos é bem 

conhecido, mas a experiência direta é crucial para o desenvolvimento do processo 

de criopreservação (Pegg, 2002). A taxa de descongelamento e a remoção do 

crioprotetor também devem ser adequadas para o descongelamento e preservação 

das características da célula (Shaw & Jones, 2003).  

Na busca de um protocolo que se equiparasse em glândulas salivares, foi realizada 

uma busca bibliográfica de tecidos que tivessem maior semelhança estrutural e 

funcional. Em relação ao tecido glandular, a criopreservação de tecido de 

paratireóide, inicialmente descrita por Wells et al. (1974), é usada para preservar o 

tecido, mantendo a viabilidade das células e a função da glândula. Esta técnica é 

aceita como uma terapia padrão em cirurgia endócrina. Especialmente após 

paratireoidectomia subtotal ou total de hiperparatireoidismo secundário. 

O sucesso na manutenção da função do tecido paratireóideo criopreservado e 

autoimplantado têm grande variabilidade na literatura. Wagner et al. (1986) 

relataram diversos graus de necrose tecidual da paratireóide criopreservada em 

comparação ao tecido a fresco. O mesmo grupo sugeriu que o processo de 

criopreservação determina graus variáveis de dano celular e o reimplante de tecido 

criopreservado necessitaria de maior quantidade de paratireóide para compensar 

essa perda celular.  

Herrera et al. (1992) relataram que a viabilidade de células de paratireóide e função 

secretora mantém-se em um intervalo de criopreservação por até 2 anos. 

Tanaka et. al.(1996) demonstraram que a arquitetura da paratireóide foi preservada 

depois da criopreservação em sete das oito amostras. Uma das oito espécimes 

obtiveram uma diminuição do número de células da paratireóide. 

Smeds et al. (1999) realizaram um estudo em que o tecido humano de paratireóide 

foi criopreservado por 55 meses e, em seguida, xenotransplantado em 

camundongos. Na análise microscópica, o tecido foi morfologicamente viável. 
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Com resultados contrários, Cohen et al. (2005) demonstraram que nenhum tecido da 

paratireóide continuou funcionando depois de 22 meses de criopreservação após 

autotransplante em seres humanos. Eles concluíram que a duração da 

criopreservação foi preditor significativo da falência do enxerto. 

  

Para Montenegro et al. (2008), a observação microscópica de tecido não se 

relacionou ao sucesso funcional após reimplante. Embora não tenham observado 

dano celular significativo à microscopia óptica, o tecido criopreservado apresentava 

menor secreção de PTH.  

Guerrero et. al. (2008) avaliaram 106 espécimes da paratireóide criopreservada. A 

viabilidade de amostras criopreservadas foi de 71% (10/14) em 24 meses e 1% (1 / 

92) das amostras armazenadas por mais de 24 meses. 

Moffett & Suliburk (2011) publicaram o procedimento mais atual para a técnica de 

criopreservação do tecido de paratireóide. Para preservar a integridade e prevenir a 

contaminação, qualquer manipulação do tecido da paratireóide deve ser feita sobre 

o gelo com os reagentes refrigerados e técnica estéril. O tecido colhido é 

imediatamente colocado em meio de cultura RPMI-1640 refrigerado, estéril e 

transportado para um refrigerador. Se o meio de cultura não está disponível na sala 

de cirurgia, uma solução estéril de soro fisiológico é uma alternativa adequada. 

O tecido é então transferido para uma placa de Petri sobre gelo contendo RPMI-

1640, e picado em 1 a 2 mm³ com um bisturi. Os fragmentos são então 

armazenados em um meio de criopreservação preparado com uma mistura de 20% 

(em volume) de soro autólogo, 20% de dimetil sulfóxido (crioprotetor) e 60% de 

RPMI-1640. Aproximadamente 1 a 1,5 mL do meio de criopreservação é fracionado 

em criotubos de 2 mL e 15 a 20 pedaços de tecidos são então inseridos nos 

criotubos. O congelamento deve ser realizado de forma lenta e gradativa (1ºC/min), 

para que não ocorra a formação de cristais de gelo intracelular com dados à célula. 

O tecido deve ser congelado alcançando -70°C, onde ficarão 24h. Depois são 

transferidos para um sistema de nitrogênio líquido, alcançando -135°C para o 

armazenamento a longo prazo (Moffett & Suliburk,2011). 
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Para a preparação do autotransplante, os frascos são retirados do armazenamento e 

colocados em banho-maria a 37°C, sendo agitados suavemente até descongelarem. 

Outro passo importante no processo de criopreservação é o descongelamento até 8 

minutos. Deve ser rápido para aumentar a integridade das células, evitando ocorrer 

o fenômeno de recristalização (descongelação e recongelamento das moléculas de 

água) que pode ocorrer durante o reaquecimento lento. Após esta fase, os tecidos 

são colocados em soluções salinas e meios nutritivos para obter a diminuição 

progressiva da concentração do crioprotetor, que é tóxico para as células nesta 

temperatura. O tecido é lavado em um meio composto de 20% de soro autólogo e 

80% de RPMI-1640. O dimetil sulfóxido residual é removido do sobrenadante. O 

tecido é então armazenado em um recipiente contendo RPMI-1640 fresco e está 

pronto para o transplante (Moffett & Suliburk ,2011). 

Cabe aqui considerações sobre as alterações celulares que estão relacionadas a 

criopreservação. 

Segundo Cotran et al. (2007), as alterações morfológicas referem-se às alterações 

estruturais em células ou tecidos. A célula normal está confinada a uma gama 

bastante estreita da função e estrutura. No entanto, é capaz de lidar com estímulos 

através de adaptações fisiológicas e morfológicas. Assim, novos estados 

estacionários são alcançados, preservando da viabilidade da célula. Se os limites de 

resposta a um estímulo adaptativo é ultrapassado, ou quando a célula é exposta a 

um agente prejudicial ou stress, desencadeia uma sequência de eventos chamada 

lesão celular. Lesão celular é reversível até um certo ponto, mas se o estímulo 

persiste ou é suficientemente grave desde o início, a célula atinge um "ponto de não 

retorno" e sofre lesão celular irreversível e, finalmente, a morte celular.  

Atrofia 

Encolhimento no tamanho da célula por perda de substância celular é conhecido 

como atrofia. Ela representa uma forma de resposta adaptativa e pode culminar em 

morte celular. Quando um número suficiente de células está envolvido, todo o tecido 

sofre atrofia.  Atrofia pode ser fisiológica ou patológica. As mudanças fundamentais 

celulares associadas com atrofia são uma diminuição do tamanho celular e 

manutenção de sua viabilidade. Embora as células atróficas  diminuem a função, 
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elas não estão mortas. Os mecanismos bioquímicos responsáveis pela atrofia 

afetam o equilíbrio entre a síntese de proteínas e degradação. O aumento da 

degradação de proteínas provavelmente desempenha um papel-chave na atrofia. 

Hidrolases ácidas (por exemplo, catepsinas), assim como a via da ubiquitina-

proteassoma degradam proteínas citosólicas e nucleares. Em muitas situações, 

atrofia também é acompanhada por um aumento acentuado no número de vacúolos 

autofágicos (Cotran et al. ,2007).  

Atrofia é uma resposta adaptativa ativa e específica, e não é uma desconexão 

passiva de processos celulares. Além disso, é reversível, e a restauração do meio 

ambiente que existia antes de atrofia permite que as células voltem ao seu tamanho 

e função normais ( Rubins, 2011).  

Necrose 

Células lesadas irreversivelmente invariavelmente sofrem alterações morfológicas 

que são reconhecidos como a morte celular. Existem dois tipos de necrose celular, 

morte e apoptose, que diferem na sua morfologia e mecanismos. Quando a lesão 

das membranas é grave, enzimas lisossomais entram no citoplasma e digerem a 

célula, e os conteúdos celulares vazam, resultando em necrose. Alguns estímulos 

nocivos, especialmente aqueles que danificam o DNA, induzem um outro tipo de 

morte, a apoptose, a qual é caracterizada por dissolução nuclear sem perda 

completa da integridade da membrana. Considerando que a necrose é sempre um 

processo patológico, a apoptose não está necessariamente associada a lesão 

celular. Necrose refere-se a um espectro de alterações morfológicas resultante da 

ação de enzimas de degradação progressiva na célula letalmente ferida. A 

aparência morfológica de necrose é o resultado da desnaturação de proteínas 

intracelulares e digestão enzimática da célula. As enzimas são derivados a partir dos 

lisossomas das próprias células mortas ou a partir dos lisossomas de leucócitos 

imigrantes, durante as reações inflamatórias (Cotran et al.,2007). 

A necrose é caracterizada por inchaço celular e de suas organelas, a depleção de 

ATP, o aumento da permeabilidade da membrana plasmática perda de 

macromoléculas e morte celular. Os estímulos que levam a necrose são altamente 

variáveis e produzem diversos e reconhecíveis padrões histológicos e citológicos. A 
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necrose coagulativa é um termo que se refere a leves alterações morfológicas nas 

células mortas, onde o seu contorno é mantido. Quando corado com hematoxilina e 

eosina, o citoplasma de uma célula necrótica é mais eosinofílica do que o habitual. O 

núcleo se torna menor, fragmentado e perde a coloração da cromatina. A aparência 

de tecido necrótico é descrita como necrose de coagulação por causa de sua 

semelhança com coagulação das proteínas que ocorrem após aquecimento. Embora 

este termo é baseado em conceitos obsoletos, continua a ser útil como uma 

descrição morfológica ( Rubins, 2011). 

Citoqueratina 14 

Citoqueratinas formam os filamentos intermedíários tanto nas células epiteliais 

queratinizadas quanto nas não queratinizadas. Células epiteliais diferenciadas 

podem ser distinguidas pela sua expressão de diferentes tipos de citoqueratina. 

Queratinas (citoqueratinas) são representadas por duas classes, tipo I e tipo II, e 

para formarem os filamentos intermediários sempre são necessários uma 

citoqueratina de cada classe, formando pares (Moll et al. 1982; Sun et al. 1984).  A 

coloração de tecidos humanos normais com anticorpos específicos para a queratina 

mostrou que o epitélios é subdivididos em compartimentos de diferenciação 

distintas. (Franke et al 1980; Asch. et al 1981. Lane et al. 1985; Knapp et ai. 1987). A 

maioria dos epitélios consistem em múltiplos tipos celulares pela sua expressão de 

queratina. A citoqueratina 14  é expressa em todos os queratinócitos (Nelson e Sun, 

1983). Dois tipos de células também são distinguível no epitélio glandular: células  

basais ultraestruturalmente distinta (mioepitelial) e células luminais (secretora) dos 

ductos (Moll et al.1982). As células basais de um epitélio glandular, na interface com 

o mesênquima e separados a partir dele apenas pela lâmina basal, são geralmente  

populações de células progenitoras desse tecido. Essas células provavelmente são 

responsáveis pelo turnover celular do epitélio, onde a perda de células é  

compensada pela produção de novas células (Potten, 1979). Qualquer célula situada 

na interface de dois tecidos deve ser capaz de transmitir sinais físicos e químicos de 

um tecido para o outro. No mesênquima estão circulando fatores de crescimento e 

hormônios que irão se ligar em membranas de células basais (Purkis et al., 1990). 
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3. Material e método 

O presente estudo experimental foi aprovado pelo CEA número 100. Para as 

amostras foram coletadas 20 glândulas, sendo 10 glândulas submandibulares 

controle e 10 glândulas submandibulares teste de 10 coelhos (Orictolagus cuniculus) 

Nova Zelândia machos, albinos, com peso entre 2.200 e 3.000 gramas e 

aproximadamente 90 dias de vida. Os animais utilizados foram mantidos em 

condições sanitárias de biotério da Pontifícia Universidade Católica do Paraná 

(PUCPR). Os coelhos eram clinicamente sadios e foram submetidos a controle de 

ectoparasitas e endoparasitas. Todos os animais foram identificados por numeração 

e acomodados individualmente em gaiolas plásticas com grade metálica superior e 

chão de serragem. As gaiolas eram diariamente higienizadas e mantidas em 

temperatura ambiente de 23ºC, no intuito de diminuir riscos de contaminação e 

infecções. Água e ração foram fornecidos ad libitum. Os animais foram anestesiados 

e mantidos vivos para a retirada das glândulas e depois de finalizada a cirurgia era 

aumentada a dose para induzir a morte dos animais. A morte dos animais foi 

conduzida por injeção letal de tiopental sódico via peritoneal no Laboratório de 

Cirurgia Experimental da Disciplina de Técnica Operatória da PUCPR. Os animais 

foram contidos em sacos especiais, segundo os critérios de controle de zoonoses 

estabelecidos pela Vigilância Sanitária. As glândulas salivares submandibulares 

foram cortadas com lâminas de bisturi em fragmentos de cerca de 10 x 10 x 10 mm 

(Anexo 1).  

3.1 Amostra 

Grupo Controle : de 5 animais foram retiradas as 10 glândulas salivares 

submandibulares, depositadas em recipiente com formol a 10% e enviadas ao 

laboratório de Patologia Experimental para o processamento histológico  

Grupo Teste:  de 5 animais foram retiradas 10  glândulas salivares submandibulares 

e aplicado o método de criopreservação descrito a seguir. 
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3.2 Método de criopreservação  

As glândulas (Grupo Teste) foram colocadas em recipientes estéreis com solução 

nutriente previamente formulada (RPMI 1640 + soro autólogo) a 4°C, armazenadas 

no gelo e encaminhadas ao Laboratório de Engenharia Molecular da PUCPR. Após, 

foi inserido 1 fragmento de 10mm de cada espécime em criotubo estéril preenchido 

por 1,5mL de meio de criopreservação preparado previamente com uma mistura de 

20% (em volume) de soro autólogo, 20% de dimetil sulfóxido (crioprotetor) e 80% de 

RPMI-1640 e transportados para um refrigerador (Fanen-Modelo 349)  a uma 

temperatura de -20°C (Anexo 2). 

Baseado no método descrito por Moffett & Suliburk (2011) o processo foi lento e 

gradual. Primeiramente os criotubos foram colocados em refrigeradores (Fanen-

Modelo 349) que atingem até -20°C, sendo retirados depois de 30 minutos. Em 

sequência, os criotubos foram armazenados em refrigeradores (Fanen-Modelo 349) 

que alcançam -40°C, onde ficaram por 1 hora. Logo após, os criotubos foram 

armazenados em um refrigerador de -80°C (Fanen-Modelo 456), onde 

permaneceram por 24 horas. Ao término deste congelamento, as glândulas foram 

transferidas para congeladores de estocagem com nitrogênio liquido (Sanyo, modelo 

ultra-low temperature freezer - MDF-1), chegando a -152ºC. Após 30 dias, 4 

glândulas conservadas por criopreservação foram descongeladas e após 60 dias 6 

glândulas foram descongeladas. 

  

3.3 Método de descongelamento  

O processo de descongelação nunca foi realizado em glândulas salivares. Foi 

utilizado o método padronizado para as glândulas paratireóides, descongelando as 

10 amostras de forma rápida. As primeiras 4 amostras foram retiradas em 30 dias e 

descongeladas com soro fisiológico em banho-maria a 37ºC, com agitação constante 

até completamente descongelado. As amostras de tecidos foram lavadas com RPMI 

1640 (Ginco®) e 10% de soro fisiológico três vezes para remover o dimetil sulfóxido 

(Lgc®) a 37ºC durante 10 minutos (Tanaka et al., 1996; Caccitolo et al., 1997; 

Guerrero, 2010; Moffett & Suliburk, 2011).  
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O descongelamento das outras 6 glândulas foi feito em 60 dias com soro fisiológico 

em banho-maria com a temperatura de 30-32 ºC durante 1 minuto, seguido de 

diluição gradual do crioprotetor com solução de RPMI 1640 e 10% de soro fisiológico 

três vezes entre 30-32 ºC durante 1 minuto. O protocolo foi modificado na tentativa 

de aprimoramento da técnica. As peças são fixadas em formol 10% e levadas ao 

laboratório de patologia para estudo histológico onde foram processadas e 

emblocadas em parafina, a partir dos quais foram obtidos cortes que foram corados 

por hematoxilina e eosina. 

3.4 Modelo experimental 

As peças foram organizadas da seguinte forma: 

Grupo Controle - 10 glândulas submandibulares de controle imediatamente fixadas 

em formol (Submandibular Controle) 

Grupo Teste- 4 glândulas submandibulares congeladas e descongeladas após 30 

dias e  6 glândulas submandibulares congeladas e descongeladas em 60 dias. 

3.5 Análise morfológica 

A análise histopatológico foi realizado por um único observador com um  

microscópio óptico Olympus BX 50  em aumento de 400x. A análise foi baseada em 

critérios estabelecidos por Azevedo et. al. (2003, 2005), Sá (2009) e Nery et. al. 

(2010). 

Os seguintes aspectos microscópicos foram analisados:  

Integridade celular de ácinos serosos, com células acinares em “forma de pêra” com 

membrana bem definida, citoplasma basofílico e granulado e núcleo central e 

integridade celular de ácinos mucosos, formados por células piramidais com núcleos 

esféricos na porção basal e citoplasma claro ( Martinez-Madrigal & Micheau, 1989) 

(Figura 1). 

Integridade de ductos estriados e intercalares, com os ductos intercalares 

apresentando única camada de epitélio cuboidal e o ducto estriado apresentando 

epitélio pseudoestratificado colunar simples formado por células prismáticas altas 
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(Figura 5) ( Martinez-Madrigal & Micheau, 1989). Para fins de análise foram todos 

agrupados nas categorias ductos. 

Necrose, com o borramento dos limites das células, quase sempre com a perda do 

contorno do ácino onde os núcleos das células acinares ficam soltos (Figura 6) e 

atrofia acinar com ácinos pequenos e sem grânulos, assemelhando-se a ductos  

(Figura 6) (SÁ, 2009). Critérios de insucesso foram atribuídos à variável necrose, 

sendo que a presença deste critério representou a falha da congelação, não sendo 

estes casos submetidos à análise morfométrica e imunoistoquímica. 

 

Figura 1- Controle com integridade celular de ácinos mucosos formados por células 

piramidais com núcleos esféricos na porção basal e citoplasma claro (HE, 400x) 
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Figura 2- Controle  com integridade de ductos, com epitélio pseudoestratificado 

colunar simples formado por células prismáticas altas. (HE, 400x) 
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Figura 6- Necrose acinar, com borramento nos limites das células, quase sempre 

com a perda do contorno do ácino onde os núcleos das células acinares ficam 

soltos. (HE, 400x) 
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Figura 7- Atrofia acinar, com ácinos pequenos e sem grânulos, assemelhando-se a 

ductos. (HE, 400x) 
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3.6 Morfometria 

A partir de cortes corados por HE, 30 imagens foram aleatoriamente capturadas por 

uma microcamera Dinolite acoplado a um microscópio óptico (Olympus BX 50) em 

uma magnificação de 400x. As imagens foram analisadas no programa IMAGE 

PROPLUS versão 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD). 

Três medições foram feitas: a área total dos ácinos (Figura 8), de estruturas ductais 

(Figura 9) e o número de núcleos acinares numa área retangular de 191943.2ųm2 

(Figura 10). Esta metodologia foi baseada em estudos de Ellies et.al. (1999) e 

Teymoortash et. al. (2007).  

 

Figura 8- Janela do Image proplus mostrando a delimitação das áreas dos ácinos 
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Figura 9- Janela do Image proplus mostrando a delimitação das áreas dos ductos 
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Figura 10- Janela do Image proplus mostrando a contagem do números de núcleos 

em ácinos 

 

 

 

3.7 Método Estatístico  

Os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de variâncias de Levene 

segundo grupos e o teste T para amostras independentes para comparação de 

médias. 
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3.8 Estudo Imunoistoquímico 

O Protocolo Imunohistoquímica PUCPR: 

Kit Advance (Dako®) 

1.0 – Controles: Lesão de pele e glândulas submandibulares normais 

1.1 – Humano: sempre usar (prova a eficiência do anticorpo) 

1.2 – Específico do animal (prova reatividade do material)  

1.3 – Negativo: sempre usar (possível reação inespecífica: não recebe anticorpo) 

2.0 – Secagem das lâminas overnight: 37º C 

3.0 – Desparafinização: usar xilol em temperatura ambiente (2x 10 min); álcool 

etílico absoluto (3x 1 min); álcool etílico 80% (1x 1 min) 

4.0  - Bloqueio da peroxidase endógena: solução de peróxido de hidrogênio e 

metanol 5% (diluir o peróxido em metanol). Lavar em água destilada. 

5.0 – Recuperação antigênica: Levar as lâminas mergulhadas em recuperador 

Imuno Retriver (Dako®) à cuba de banho-maria à 99º C por 40 min. Após, deixar 

esfriar à temperatura ambiente. 

6.0 – Lavar em água destilada, e riscar lâmina por lâmina com caneta hidrofóbica 

Dako pen (Dako®), delimitando a área do corte. Até pingar as alíquotas deixar em 

tampão TBS tris pH 7.3, evitando a secagem do corte. 

7.0 – Pingar as alíquotas de anticorpos e levar em câmara úmida à geladeira 

overnight. 

8.0 – Lavar as lâminas em tampão TBS tris pH 7.3 e deixar no tampão por 15 

min. 

9.0 – Lavar novamente em tampão, secar e pingar Advance link (Dako®) e deixar 

por 30 min. 

10.0 – Lavar em tampão e pingar Advance enzyme (Dako®) e deixar por 30 min. 
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11.0  – Lavar em tampão, secar e pingar cromógeno DAB (1:1) até a visualização da 

cor castanha e lavar rápido em água destilada. 

12.0 – Contracorar com Hematoxilina de Harris por 5 min. Lavar em água da torneira 

e deixar por 5 min. 

12.0 – Desidratar com álcool etílico absoluto (3x 1 min.) 

13.0 – Diafanizar com xilol (3 x 5 min). Montar 

Neste estudo foi utilizada a citoqueratina 14 (CK14, clone LL002, diluição 1:100, 

DBS, Pleasanton, California, EUA), também conhecida como citoqueratina basal, 

expressa em células basais do epitélio (Figura 14), células mioepiteliais da mama e 

salivares, células basais de ductos das glândulas salivares e glândulas sudoríparas, 

corpúsculos de Hassall do timo, glândulas paratireóides, bainha do folículo e 

glândulas sebáceas (Chu & Weiss, 2002). As lâminas foram submetidas a 

imunoistoquímica considerando positivas as células  coradas pela cor marrom. 

 

Figura 11-Controle- lesão de pele humana 
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4. Resultados 

4.1 Análise morfológica 

As primeiras glândulas quatro (4) glândulas submandibulares descongeladas 

revelaram alterações significativas comparadas com as de controle. Nas quatro (4) 

amostras a estrutura nuclear e o citoplasma apareceram completamente indistintos e 

a membrana desintegrada, caracterizando a ausência de integridade dos ácinos e 

ductos (Figura 12). 

Todas essas características citadas foram consideradas pelo avaliador como 

necrose e estas amostras não foram submetidas ao exame morfométrico nem 

imunoistoquímico. 

 

Figura 12- Ácinos submandibulares com citoplasma desorganizado (*), núcleos 

indistinguíveis (#) e membrana sem delimitação (flecha). Necrose acinar 

 

 

 

* 

# 
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Após 60 dias, as outras 6 amostras do grupo teste foram descongeladas com o 

protocolo modificado. Todas estas glândulas apresentaram integridade de ácinos, de 

ductos e núcleos distintos (Figura 13). Estas 6 glândulas submandibulares foram 

analisadas morfometricamente e imunoistoquimicamente. 

 

Figura 13-  Ácinos Submandibulares volumosos, bem delimitadas, com citoplasma 

abundante e com núcleo de perfil elíptico  
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4.2 Análise morfométrica 

 
Tabela estatística da comparação de médias nas áreas de ácinos, de 
ductos e número de núcleos . O Valor p < 0,05 indica diferença nos 
valores médios da variável segundo grupo. 
 
Variável Grupo Campos Médias t-test  

    Valor p 

Área de 

ácinos 

Glândulas Controle 180 131.442 0,04857 

 Glândulas Teste  180 127.283  

     

Área de 

ductos 

Glândulas Controle  180 34.870 0,00000 

 Glândulas Teste 180 23.039  

     

Número de 

núcleos 

 Glândula Controle 180 81,80 0,49610 

 Teste / Glândula 

Congelada 

180 82,73  

     

 

4.3 Análise Imunoistoquímica 

As glândulas salivares amostrais foram positivas para CK 14. As células mioepiteliais 

foram coradas em todas as glândulas comparadas com o controle (Figura 14) . A 

coloração das células acinares foi ausente. A maioria das células basais do ducto 

também foram coradas comparadas com a de controle (Figura 15)  
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Figura 14- Marcação positiva foi observado para células mioepiteliais (flecha)  
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Figura 15- Marcação positiva foi observado para células ductais (flecha)  

 

 

 

 

  



45 
 

5. Discussão 

A criopreservação de tecidos é estudada há muito tempo. No entanto, a capacidade 

de congelar tecido de forma viável e confiável é uma meta desafiadora. A 

criopreservação envolve o benefício da hipotermia, que reduz o metabolismo celular 

e evita sua degeneração. Mas o processo não é inócuo. Diferentes métodos e 

protocolos são usados para criopreservar células ou tecidos com diferentes soluções 

de criopreservação (Pegg, 2002).  

Este é o primeiro estudo que verificou um método de congelação para as glândulas 

salivares, onde foi baseado em estudos de criopreservação de glândulas 

paratireóides. Foram testados dois protocolos de descongelação, sendo um 

desfavorável e outro favorável. 

Nas primeiras 4 amostras retiradas do nitrogênio depois de 30 dias, utilizou-se o 

método idêntico de criopreservação de paratireóides mostrado em estudos de 

Wagner et al.(1986), Herrera et al. (1992), Tanaka .et. al.(1996), Smeds et al. (1999),  

Montenegro et al. (2008), Guerrero (2010) e Moffett & Suliburk (2011)  

Wagner et al.(1986) avaliaram histologicamente a relação entre células viáveis e 

células necróticas no tecido criopreservado. Eles demonstraram que 2% a 20% das 

células se tornaram necróticas após criopreservação. O mesmo grupo sugeriu que o 

processo de criopreservação determina graus variáveis de dano celular e o 

reimplante de tecido criopreservado necessitaria de maior quantidade de tecido para 

compensar essa perda celular (Wagner et al.,1986). 

Herrera et al. (1992) avaliaram in-vitro a viabilidade celular por uma técnica de 

fluorescência e de secreção do hormônio da paratireóide e encontraram células 

viáveis  superior a 88%. Não foi observada diferença significativa na comportamento 

secrecão entre tecido fresco e criopreservados. 

Para Tanaka et. al.(1996), o exame histológico de rotina indicou que a arquitetura da 

paratireóide foi preservada após a descongelação, e que não  houve diferença 

histológica no tecido. A técnica de criopreservação / descongelação e transplante de 

tecido de paratireóide produziu uma taxa de sucesso de 75%. 
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Smeds et al. (1999) analisaram o tecido de paratireóide humano xenotransplantado 

após a criopreservação. A morfologia do tecido transplantado foi comparado ao do 

tecido original após o descongelamento e tecido viável foi observada em 20 dos 26 

camundongos (77%). 

Montenegro et al. (2008), analisaram histologicamente 15 paratireóides 

criopreservadas. A necrose foi achada em dois casos. Em 13 pacientes, o tecido 

implantado era normal à microscopia óptica. 

Todos estes autores previamente citados utilizaram da mesma técnica de 

criopreservação das glândulas, descrito recentemente em artigo de revisão por 

Moffett & Suliburk (2011), o qual ressalta que a criopreservação pode afetar a 

capacidade de tecido de revascularizar e regenerar, levando a menores taxas de 

sucesso. Criopreservação também pode causar necrose dos tecidos (Moffett & 

Suliburk, 2011). 

Na análise morfológica das primeiras 4 submandibulares descongeladas, já se 

observou problemas neste método, e a necrose nestas células se mostrou presente 

em todas as amostras. As alterações morfológicas descritas por Cotran et al.(2007) 

e Rubins (2011)  como a morte celular foram facilmente reconhecidos nestas 

amostras. A análise morfológica revelou o contorno e a membrana celular mantida.  

O citoplasma é mais eosinofílico e núcleo menor e menos corado. 

Visto isso, foi feito uma mudança na técnica de descongelação, tendo como hipótese 

que a temperatura de 37°C durante 10 minutos era muito elevada para aquela 

pequena quantidade de tecido glandular. As glândulas apresentavam lesões 

celulares que resultavam em necrose devido à temperatura de descongelação e este 

provavelmente era um ponto falho no método, que deveria ser corrigido para o 

restante das glândulas. 

De maneira experimental, o descongelamento das outras 6 glândulas congeladas 

por 60 dias em nitrogênio foi realizado com soro fisiológico com a temperatura de 

30-32 ºC durante 1 minuto, Isto evitou a exposição demasiada da glândula às altas 

temperaturas do descongelamento.  
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Estas glândulas já apresentavam, ao microscópio óptico, células com uma evidente 

diferença estrutural comparadas com as anteriores, com limites bem definidos e 

núcleos bem visíveis. Estas 6 glândulas foram submetidas aos testes morfométricos 

e imunoistoquímicos. 

De acordo com os resultados morfométricos, foram observados diferenças 

estatisticamente significativas nas áreas dos ácinos (p=0,04857) e ductos (p= 

0,0000) das glândulas criopreservadas comparadas com as de controle. O teste 

morfométrico neste estudo piloto demonstra que tanto as células acinares quanto os 

ductos criopreservadas possuem áreas menores comparadas com glândulas 

normais, sofrendo atrofia. O número de núcleos por campo não apresentou 

diferenças entre os grupos teste e controle, possivelmente por não existir um 

aumento no número de células acinares com o processo de congelação. 

Segundo Rubins (2011), a atrofia é uma resposta adaptativa ativa e específica. No 

caso da técnica modificada de criopreservação, a exposição à baixas temperaturas 

aos ácinos provocou uma resposta adaptativa, diminuindo seu tamanho e função. 

Importante ressaltar que a atrofia é um processo reversível por definição (Cotran et 

al. ,2007 & Rubins ,2011)  e sugere-se que reimplante destas glândulas, em 

condições semelhantes às que foram retiradas,  permita que as células voltem ao 

seu tamanho e função normais. 

Sendo o primeiro estudo que aplica um método de criopreservação em glândulas 

salivares submandibulares, não existem resultados anteriores para comparar estes 

resultados e mais estudos semelhantes com amostras maiores são necessários para 

confirmar estes achados. 

A reatividade pela CK14 nas glândulas amostrais foi positiva em todos os casos. As 

células mioepiteliais foram coradas em todas as glândulas. A coloração das células 

acinares foi ausente. A maioria das células basais do ducto também foi corada. Este 

processo indica que estas proteínas estão estruturalmente preservadas, mesmo 

após submetidas ao processo de criopreservação. 

Potten (1979) já afirmou que as células basais do epitélio são de fundamental 

importância no turnover celular, repondo as células perdidas e Purkis et al(1990) 
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ressaltou a importância das células basais no equilíbrio do tecido, pois possuem 

receptores de fatores de crescimento e estímulos hormonais. A criopreservação das 

células mioepiteliais e do ducto é importante, pois estas células podem ser uma 

fonte de proliferação celular das glândulas após o reimplante e também podem 

restabelecer o equilíbrio entre o mesênquima e os ácinos.   

6. Conclusão 

Considerando os limites da metodologia utilizada no presente trabalho, parece lícito 

concluir que:  

1. As glândulas salivares submandibulares submetidas à criopreservação pela 

técnica padrão para PT apresentaram alterações morfológicas (necrose) sugestivas 

de compromentimento da sua viabilidade, por tratar-se de condição irreversível.  

2. As glândulas salivares submandibulares submetidas à criopreservação pela 

técnica modificada apresentaram alterações morfológicas e morfométricas (atrofia), 

condições compatíveis com manutenção da a normalidade. 

3. As glândulas salivares submandibulares submetidas à criopreservação com a 

técnica modificada apresentaram reatividade imunoistoquímica à CK 14 semelhante 

às glândulas submandibulares normais, condição compatível com manutenção da 

normalidade.   
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8.Lista de Tabelas 

 

  

Lower Bound Upper Bound

Controle / Glândula Normal 180 131.442,46       22.832,85                      1.701,86           128.084,17             134.800,75  66.834,00      178.225,00    

Teste / Glândula Congelada 180 127.283,07       16.527,42                      1.231,88           124.852,19             129.713,94  83.113,00      169.533,00    

Total 360 129.362,76       20.011,94                      1.054,72           127.288,55             131.436,97  66.834,00      178.225,00    

Controle / Glândula Normal 180 34.870,86         18.102,64                      1.349,29           32.208,29                37.533,42     4.831,00        87.069,00      

Teste / Glândula Congelada 180 23.039,02         14.032,78                      1.045,94           20.975,06                25.102,98     937,00            78.836,00      

Total 360 28.954,94         17.224,32                      907,80              27.169,66                30.740,22     937,00            87.069,00      

Controle / Glândula Normal 180 81,80                 13,35                              1,00                   79,84                        83,76             53,00              120,00            

Teste / Glândula Congelada 180 82,73                 12,63                              0,94                   80,88                        84,59             51,00              122,00            

Total 360 82,27                 12,99                              0,68                   80,92                        83,61             51,00              122,00            

N Mean Std. Deviation Std. Error

95% Confidence Interval for Mean

Minimum Maximum
Variável Grupo

Área de ácinos

 Área de ductos

Número de 

núcleos



65 
 

9. Anexos 

 

 

Anexo 1.Parecer do Comitê de Ética para estudos com animais 
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Anexo 2. Fragmentos de glândulas submandibulares medindo 10x 10x 10 mm 

 

 

Anexo 3. Criotubos com as glândulas 

 


