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RESUMO

Objetivo: Avaliar a superficie e qualidade tecidual de EMC obtidos pela técnica com
bisturi convencional e do mucotomo. Métodos: Trata-se de um estudo experimental
in vitro/ ex vivo. Foram utilizadas seis hemi-mandibulas suinas que apresentavam
condigdo de tecido queratinizado favoravel para remogao dos espécimes na regido
anterior da mandibula. Os espécimes foram obtidos por meio de mucétomo e bisturi
convencional. Com a finalidade de uma maior precisdo, o procedimento de remogao
dos espécimes das mandibulas foi realizado por um cirurgido-dentista especializado
e previamente treinado, oferecendo as mesmas condi¢cdes para remog¢ao do enxerto
por ambas as técnicas.O processo de randomizacéao foi realizado por meio de sorteio
aleatorio para determinacgao da técnica a ser realizada para remoc¢ao dos tecidos. Os
espécimes foram preparados de acordo com os protocolos pré-estabelecidos pelos
laboratorios e em seguida foram levados para analise em microscopia Optica para
avaliacao do epitélio e tecido conjuntivo e em microscopia eletrénica de varredura para
analise da topografia e perfilometria 3D. Resultados: Foram analisadas duas areas
por amostra com dimensdes de 1920 x 2560 uym. Foi possivel notar a presenga de
tecido epitelial estratificado pavimentoso queratinizado e tecido conjuntivo denso
modelado nas laminas de tecidos removidos com mucotomo e bisturi. Nos tecidos
removidos com mucotomo nota-se uma linearidade na base do tecido e na espessura
do tecido como um todo, presenga de submucosa, tecido conjuntivo fibroso que é ideal
para o sucesso do enxerto Diferengas na superficie das amostras removidas pelas
duas técnicas foram observadas ao realizar o comparativo das imagens obtidas
através dos dois tipos de microscopia. Conclusao: Enxertos de mucosa ceratinizada
quando removidos pela técnica do mucétomo apresentam maior uniformidade e
menor presenca de células indesejaveis em comparagdo com a técnica do bisturi
favorecendo maior chance de sucesso nos procedimentos cirurgicos de enxerto de

tecido mole.

Palavras-chave: Enxerto de mucosa ceratinizada; mandibula suina; mucétomo.



ABSTRACT

Aim: To evaluate the surface and tissue quality of EMC obtained by the technique with
conventional scalpel and mucotome. Methods: This is an experimental in vitro/ex vivo
study. Six swine hemi-mandibles that had a favorable keratinized tissue condition were
used for specimen removal in the anterior region of the mandible. Specimens were
obtained using mucotome and conventional scalpel. For the purpose of greater
precision, the procedure for removing specimens from the jaws was performed by a
specialized and previously trained dental surgeon, offering the same conditions for
graft removal by both techniques. random drawing to determine the technique to be
performed for tissue removal. The specimens were prepared according to the protocols
pre-established by the laboratories and then they were taken for analysis in optical
microscopy to evaluate the epithelium and connective tissue and in scanning electron
microscopy for analysis of topography and 3D profilometry. Results: Two areas were
analyzed per sample with dimensions of 1920 x 2560 um. It was possible to notice the
presence of keratinized stratified squamous epithelial tissue and dense connective
tissue modeled on the tissue slides removed with mucotome and scalpel. In the tissues
removed with mucotome, there is a linearity in the tissue base and in the thickness of
the tissue as a whole, presence of submucosa, fibrous connective tissue that is ideal
for the success of the graft Differences in the surface of the samples removed by the
two techniques were observed when to compare the images obtained through the two
types of microscopy. Conclusion: Keratinized mucosa grafts when removed by the
mucotome technique present greater uniformity and lower presence of undesirable
cells compared to the scalpel technique, favoring a greater chance of success in

surgical procedures for soft tissue grafting.

Keywords: Keratinized mucosa grafts; mucotome; swine jaw.
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1 INTRODUGAO

E chamado de enxerto uma peca de tecido com células viaveis, retirado de uma
area doadora e inserido em uma area receptora, obtido e utilizado no mesmo tempo
cirargico, com o intuito de reconstruir a area receptora. Os enxertos podem autégeno
(quando sua origem é do préprio individuo), alogeno (quando sua origem €& de
individuos da mesma espécie), xendgeno (quando sua origem € de individuos de
espécies diferentes) e também podem ser utilizados biomateriais a base de matriz
colagena (CARVALHO et al. 2010). De acordo com Misch (1987), o enxerto autégeno
€ considerado o padrdo ouro comparado aos demais.

Os tipos de enxerto gengival que tem sido mais utilizados e bem descritos na
literatura para ganho de tecido queratinizado s&o: enxerto gengival livre (EGL),
enxerto de tecido conjuntivo (ETC). E além desses pode-se utilizar também matriz
dérmica acelular que € um biomaterial. Esses demostraram aumento estatisticamente
significativo na quantidade de tecido queratinizado obtido. (HARRIS, 1992; WU et al.
2015; CAIRO; NIERI, PAGLIARO, 2014).

Dentre os tipos de enxerto utilizados para obtencdo de uma faixa satisfatoria
de tecido queratinizado, o enxerto gengival livre (EGL) é frequentemente utilizado.
Entretanto essa técnica que foi descrita por Sullivan e Atkins (1968) apresenta
algumas limitagdes, como: contragao do enxerto entre 12 e 58% durante o periodo de
cicatrizagdo (PENNEL et al. 1969); WARD, 1974; SOEHREN, et al. 1973; EGLI, et al.
1975; YUKNA, et al. 1977; RATEISTCHAK, et al.1979; WEI, et al. 2000; CORTELLINI,
et al. 2012). Limitagao estética (KERNER, et al. 2009; CORTELLINI, et al. 2012). E a
dor pds-operatéria nas areas doadoras e receptoras (WESSEL; TATAKIS, 2008;
ZUCCHELLI, et al. 2014; WYREBEK, et al. 2018).

A técnica de EGL ainda € considerada a abordagem de escolha para aumento
de tecido mole e mucosa queratinizada em dentes e regido peri-implantar. Enquanto,
o ETC apresenta maior previsibilidade em casos de cobertura completa de raiz e
deiscéncia e corrobora com resultados estéticos favoraveis. (ZUCCHELLI, et al. 2020)

Posteriormente, Duarte e Castro (2011) sugerem uma modificagao da técnica
onde o enxerto primeiramente € estabilizado e depois coberto por um retalho de
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espessura parcial. Como vantagens os enxertos apresentam menor contragéo, melhor
coloragao e os pacientes relatam menor dor e desconforto pés-operatério.

Enxerto autégeno de tecido conjuntivo tem sido utilizado em inumeros
procedimentos clinicos, como recobrimento radicular em casos de recesséo gengival
(GUNAY; DOGAN; GEURTSEN, 2008), preservagdo ou aumento de rebordo, para
reconstrugao de papilas e preparagao da regido receptora de implante (BASSETTI et
al. 2017). Este procedimento promove ganho de volume e de gengiva queratinizada,
estando associado a perdas Osseas significativamente menores em regides peri-
implantares (EDEL,1998; THOMA et al. 2018; STUDER et al. 2000).

Além disso a presenga de gengiva queratinizada garante maior facilidade em
procedimentos restauradores, possibilita uma melhor estética e melhor manutencao
da higiene oral com menor desconforto e irritagdo das mucosas do paciente. (CHUNG
et al. 2006; GARCIA et al. 2008; PARK et al. 2010).

Para a remocao de enxertos de tecido mole é utilizado habitualmente 1amina
de bisturi (SULLIVAN, ATKINS, 1968; LANGER & LANGER, 1985; VENTURIM, 2011;
HARRIS, 1992; BRUNO, 1994; ZUCHELLI et al. 2010) ). Uma outra alternativa para
retirada de enxertos é a utilizacdo do mucétomo que é um contra-angulo com lamina
cortante e acionado por motor elétrico. Possui alta precisdo, com lamina oscilante e é
utilizado como peca de mao, capaz de produzir enxertos lisos e de espessura uniforme
(MORMANN, SCHAER, 1977).

De acordo com o manual do fabricante NOUVAG (2016) a estrutura do
mucoétomo é composta por uma lamina de corte de espessura de 0,5 mm e largura de
6 mm. Além disso, a técnica de remogéo de enxertos ndo depende majoritariamente
da experiéncia e habilidade do operador como na técnica convencional devido a
padronizagdo na espessura e largura dos cortes realizados pelo dispositivo.

Este € um estudo primario e ndo consta na literatura cientifica estudos que
comparem a nivel microscopico a superficie de enxertos de mucosa ceratinizada
(EMC) avaliando a sua topografia, rugosidade, uniformidade e tipos de células
presentes, retirados pela técnica convencional e pela técnica do mucétomo. O intuito
foi avaliar se EMC retirados pela técnica do bisturi convencional em comparagado com
a técnica do mucotomo apresentam superficie com variagdes em relacdo a

rugosidade e uniformidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a superficie e qualidade tecidual de EMC obtidos pela técnica do

mucotomo e bisturi convencional.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar, por meio da microscopia Optica e microscopia eletronica de varredura
(MEV), EMC de mandibulas suinas (Sus scrofa domesticus) obtidas pela técnica do
mucoétomo e bisturi convencional.

Comparar, por meio da MEV as caracteristicas topograficas e a perfilometria
3D de EMC de mandibulas suinas (Sus scrofa domesticus) obtidas pela técnica do

mucotomo e bisturi convencional.
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3 HIPOTESE

Enxertos removidos utilizando o mucétomo apresentam maior uniformidade de
superficie e melhor qualidade tecidual do espécime em comparagao com a técnica

convencional.



27

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Projeto piloto

O projeto piloto foi realizado com o objetivo de testar a metodologia proposta e
diminuir o risco de viés. Os tecidos foram removidos por cirurgido-dentista especialista
gue passou por treinamento e removeu espécimes de 18 mandibulas suinas utilizando
0 mucotomo e bisturi.

Em seguida, foram utilizadas duas hemi-mandibulas das quais foram
removidos os espécimes por meio da técnica convencional (bisturi) e pela técnica do
mucotomo. Esses foram levados ao MEV para a realizagao das analises, mas o tecido
sofreu desidratagao durante a analise e consequentemente interfere na qualidade das
imagens obtidas.

Para solucionar a questao da desidratagcao dos tecidos foi proposta uma nova
metodologia. Novos espécimes foram removidos e em seguida foram fixados em um
dispositivo de armazenamento e leitura da peca e inseridos em formaldeido 10% para
fixacdo das propriedades fisicas e quimicas do tecido.

Para confecgao do dispositivo de armazenamento e leitura da peca, foi utilizado
um pedacgo de espuma recortada de forma a manter a peca umida e em contato com
o formaldeido. Sob a espuma foi grampeado um anteparo de plastico perfurado nas
mesmas dimensdes da espuma para que se mantenha o espécime estendido. Sobre
a espuma foi grampeada a pega de enxerto, fixada ao conjunto espuma-plastico e
inserida em uma matriz cassete (usada em processamento histoldgico) e vedada com

resina autopolimerizavel para armazenar o formaldeido. (Figura 1)
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Figura 1 - Anteparo para suporte dos espécimes para analise no MEV.

Dessa forma, acreditou-se que a pecga de enxerto poderia manter-se estendida
e umedecida, com superficie adequada para leitura, durante todo o tempo de
exposicao necessario para analise em MEV. Entretanto, apds a realizacido das
analises a qualidade das imagens obtidas nao foram satisfatorias.

Para obtengao de melhor qualidade de imagem e caracteristicas fundamentais
para o estudo optou-se por atualizar a metodologia. Em seguida foi realizada nova
remogao de dois espécimes das mandibulas suinas utilizando as duas técnicas e
optou-se pela preparacédo das amostras para ponto critico de acordo com o protocolo
estabelecido pelo Labmic UFG (Anexo 2). Essas amostras foram levadas ao MEV e
novas analises foram realizadas obtendo boa qualidade de imagem e visualizagao das
caracteristicas teciduais que permitiram comparacgao entre as técnicas de remocgao de

enxerto.

4.2 Delineamento e amostra do estudo

A presente pesquisa trata-se de um estudo experimental in-vitro/ex-vivo. E teve
inicio apds aprovacéo pela Comissdo de Etica em Pesquisa no Uso de Animais —
CEUA UFG sob o numero MB 029/21.

Foram utilizadas seis hemi-mandibulas suinas da familia: suidae; género: sus,
espécie: S. domesticus; raca: Landrace e nome cientifico: Sus scrofa domesticus; As

pecas apresentavam condicao de tecido queratinizado favoravel para remogao na
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face interna em regido anterior de mandibula. Essa foi a regi&do de escolha para a
remocgcao dos espécimes por apresentar maior quantidade e melhor qualidade de
tecido em comparagédo com a regido média ou posterior dessas pegas.

As mandibulas suinas foram obtidas em agougue com registro e alvara
atualizado da vigilancia sanitaria da cidade de Goiania, Goias, Brasil. E foram
acondicionadas em caixa térmica com gelo para conservar as pegas e facilitar o
transporte até o local de realizagdo dos procedimento de remogao dos tecidos. O
periodo entre a obtencdo das mandibulas e inicio do procedimento foi de 1 hora.

Com a finalidade de uma maior precisdo, o procedimento de remog¢ao dos
espécimes das mandibulas foi realizado por um cirurgido-dentista especializado e
previamente treinado, oferecendo as mesmas condigdes para remogao do enxerto
através da técnica do mucétomo e técnica convencional.

O processo de randomizacéao foi realizado por meio de sorteio aleatério para
determinacao da técnica a ser realizada para remogéo do EMC (técnica convencional
ou técnica do mucotomo) e para determinagao da regido do enxerto removido da face
interna em regido anterior de mandibula e que seria destinada a analise por
microscopia optica ou MEV (regido anterior ou posterior do enxerto).

O resultado da randomizagéo foi o seguinte:

Tabela 1 — Randomizag&o das mandibulas suinas, regido e método utilizado para
remocao de EMC.

Amostras (mandibula suina) - MEV

1 2 3 4 5 6
Bisturi Mucotomo Mucotomo Mucotomo Bisturi Bisturi
Regido Regido anterior: | Regi&do anterior: | Regido anterior: | Regido Regido
anterior: analise por analise MEV analise por anterior: anterior:
analise microscopia microscopia analise analise por
MEV Optica Optica MEV microscopia

Optica
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Regido Regido Regido Regido Regido Regido
posterior: posterior: posterior: posterior: posterior: posterior:
analise por | analise MEV analise por analise MEV analise por | analise
microscopia microscopia microscopia | MEV
Optica Optica Optica

4.3 Obtencao e preparo dos espécimes

Para a padronizagcdo das dimensdes das amostras foi utilizado um molde
confeccionado em papel cartdo proveniente de embalagem de fio de sutura nylon 4-0
com a medida de 6 x 16mm, simulando a forma como geralmente s&o feitos os guias
de referéncia para realizag&o de cirurgias de enxerto na clinica odontolégica. O molde
foi utilizado em toda a amostra para delimitagdo do tamanho dos espécimes
removidos pelas diferentes técnicas. Foram delimitadas as extremidades do molde
utilizando bisturi de Iamina 15, servindo como um guia para remog¢ao do espécime da
area doadora. Apés a delimitagao foi iniciada a remocgao do espécime de acordo com

a randomizagao previamente estabelecida.

4.4 Técnica do mucétomo

O procedimento foi realizado com o uso do mucétomo (Mucotome Ref. 1970,
Nouvag, Goldach, Switzerland) (Figura 5) que possui ldmina de largura de 6 mm e
profundidade de corte de 0,5 mm. O mucdétomo foi acoplado em um motor elétrico
para implantes Neodent (NeoSurg Pro, Curitiba, Parana, Brasil) acionado na
velocidade de 1000 rotagdes por minuto (rpm) e torque de 50 N/cm?. De acordo com

o manual do fabricante Nouvag o mucétomo pode ser acionado até 8000 rpm,
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entretanto durante a realizagao do projeto piloto optou-se pela padronizagao de 1000
rpm e 50 N/cm? para a remogao das amostras, afim de garantir que os tecidos seriam
removidos com integridade.

A remocgao dos 3 espécimes foi realizada com pressdo moderada de
aproximadamente 20 a 25 N/cm? sobre o tecido, com movimento anteroposterior
continuo e foi utilizado lamina de bisturi nimero 15C para a completa separacéo do
espécime da mandibula suina. Em nenhum dos 3 espécimes havia presenca de
tecidos excedentes macroscopicamente e nenhum tratamento da superficie interna
do espécime foi realizado. Em seguida foi utilizado o molde feito em papel cartdo com
as dimensbes 6x16mm para delimitar o tamanho da amostra e essa foi dividida em
duas partes (regiao anterior e regido posterior) resultando em 6 partes com dimensdes

6 x 8 mm, conforme mostra as Figuras 2 e 3.
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Figura 2 - A: mucétomo, peca de mao; B: Remogéao do enxerto utilizando
omucotomo; C: Espécime removido; D: Medi¢cao do tamanho do espécime removido
e ja seccionado seccionado.
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Figura 3 — Remocéao de EMC utilizando mucétomo.

4.5 Técnica com bisturi convencional

Para a técnica convencional foi utilizada uma lamina nova de bisturi 15C
(Solidor, Anhui Easyway Medical, China) com incisdo inicial perpendicular ao
espécime e, em seguida, realizando incisdo com angulo ente 30° e 45°. Apos esta
incisdo inicial, a lamina de bisturi foi dirigida paralelamente a superficie epitelial,
separando o tecido conjuntivo subjacente e obtendo uma pega laminar em formato

retangular de tecido epitelizado com dimensdes 16 x 8 mm (Figuras 4 e 5).

Figura 4 - Retirada do enxerto pela técnica convencional. A: lamina de bisturi
realizando a incisdo do tecido. B: tecido removido por |[amina de bisturi.
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Figura 5 — Remogao de EMC utilizando bisturi.

Em seguida, o espécime obtido foi avaliado quanto a presenga de tecidos
indesejaveis como tecido adiposo. Em nenhum dos 3 espécimes havia presenca de
tecidos excedentes macroscopicamente. Os tecidos foram acomodados em papel
cartdo por 1 minuto e em seguida foi novamente utilizado o molde para dividir em duas
partes (regido anterior e regido posterior do espécime) resultando em 6 partes com

dimensodes 8 x 6 mm, conforme mostra a Figura 6.
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Figura 6 - Dimensdes dos espécimes retirados para enxerto (16 x 8mm). As areas
A1 e A2 foram utilizadas para analise em MEV e 6ptica aleatoriamente, com
dimensdes (4 x 5mm).
Trés espécimes foram fixados em solugdo de paraformaldeido (formol)

tamponado a 10% durante 24 horas para fixagao das propriedades fisicas e quimicas
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dos tecidos e mantidos em alcool 70%. Posteriormente esses tecidos foram
processados e incluidos em parafina. Na sequéncia foram confeccionados cortes de
3 a 5mm, estes distendidos em |aminas histologicas e corados por hematoxilina e
eosina para a avaliagao histomorfolégica em microscopia optica.

Os outros 3 tecidos foram inseridos em solugéo de glutaraldeido 2,5% e levados
ao Laboratoério Multiusuario de Microscopia de Alta Resolugéo (LabMic) da UFG para
preparacdao da amostra ao ponto critico e posteriormente foram realizadas analises
em MEV pelo Centro Regional para o Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovagéo
(CRTI) da UFG.

4.6 Microscopia optica

Os espécimes do tecido coletado com dimensdes 6x8 mm foram fixados em
solucao tamponada de formaldeido 10% pH 7.0. Apéds a fixacdo, as amostras foram
processadas em histotécnico automatico para desidratagcao, diafanizacao e incluséo
em parafina. Posteriormente, a pega foi seccionada em microtomo (Leica RM2165),
obtendo-se de cada bloco cortes consecutivos de 5um, colocados sobre laminas
histolégicas e corados pelo método de Hematoxilina-eosina (HE). Esses cortes foram
utilizados para caracterizacdo microscopica e histomorfométrica das amostras.

A captura das imagens foi realizada com o auxilio de uma camera digital
acoplada ao microscépico optico (Fluo Biologico Opticam O500R) na lente objetiva de
40x, devidamente calibrada para o estudo histomorfométrico. As analises das laminas
foram realizadas através do software OPTHD (Opticam). Foram registradas 2 fotos de
campos alternados em cada amostra a fim de obter a melhor visualizagdo de imagem
que permitisse a descri¢gao das caracteristicas do tecido estudado.

O processo de analise de microscopia Optica foi realizado através da
observacdo dos tipos de células presentes em cada amostra e as principais
caracteristicas do tecido na regido de corte em analise. Deste modo, foi possivel a
avaliacdo da superficie da amostra, regido subepitelial e base disponiveis nas

laminas.
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4.7 Microscopia eletrénica de varredura

4.7.1 Preparacido das amostras para analise em MEV

Anteriormente a realizacdo das analises em MEV € necessario a preparagao
das amostras para a obtengcdo de boas imagens. Essa preparagdo envolve os
processos de fixagado, lavagem, desidratacdo, secagem das amostras que é realizada
pelo aparelho de ponto critico utilizando gas carbdnico e metalizagdo (etapa nao
realizada, pois ndo se enquadra no intuito da pesquisa e comprometeria a integridade
dos tecidos influenciando nas analises em MEV) que torna o material condutivo por
meio de deposicdo de um metal sobre a amostra, geralmente ouro ou platina.

A preparacao das amostras foi realizada de acordo com o protocolo de preparo
de tecidos para MEV disponibilizado pelo LabMic (Anexo 2). A solugdo de
glutaraldeido 2,5% foi utilizada para o armazenamento e transporte dos tecidos até ao
laboratério onde foram realizadas as demais etapas de preparag¢ao das amostras para
analise em MEV. Essa solugao foi produzida utilizando as seguintes proporgdes: 30ml
de glutaraldeido 25%; 150ml de tampé&o fosfato 0,1M, pH 7,2; 120ml de agua destilada
0,1M, pH 7,2, resultando em 300ml de solugdo glutaraldeido 2,5%.

4.7.2 Preparacdo da amostra ao ponto critico

ApOs a realizagédo das etapas previas de preparagcdo da amostra, a secagem
final para observacdo no MEV aconteceu sob condi¢cdbes em que n&o ocorre um
menisco de transicdo de fases evitando as forgas resultantes da tenséo superficial.
Utilizou-se dioxido de carbono como agente de troca na camara de ponto critico
(Critical Point Dryer - CPD). Sabe-se que para cada fluido, existe uma condi¢cao de
temperatura e pressao caracteristica, em que as fases liquida e gasosa do fluido n&o
podem coexistir; esta combinacdo corresponde ao ponto critico do fluido. Para se

fazer o ponto critico, as amostras foram levadas ja fixadas e completamente



36

desidratadas, a camara de CPD, em um pequeno volume de acetona. Com a camara
isolada injetou-se o CO2 liquido, e para isso a cAmara estava a uma temperatura de
4-5°C, fazendo-se varias substituicbes até remocéao total da acetona. Com o posterior
aquecimento controlado da camara o COZ2 torna-se gasoso a uma determinada
pressao sem que se forme o menisco de transigcdo e sem que exista a modificagdo na

estrutura do material biologico (Figuras 7 e 8).
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Figura 7 - Sistema de secagem de amostras pelo ponto critico de CO2,Autosamdri®,
815, Series A, com um porta amostra de 4 cavidades cilindricas.
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Figura 8 - Sistema de recobrimento com carbono, Jeol, JEE-420.
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Figura 9 - Amostras de EMC apds preparagao ao ponto critico. A: amostras
removidas com bisturi; B: amostras removidas com mucétomo.

4.7.3 Analise em microscoépio eletronico de varredura

Os espécimes foram analisados por meio de MEV Zeiss AXIO IMAGER Z2
(Zeiss, Jena, Alemanha) acoplado a um sistema de varredura laser LSM700 equipado
com laser de diodo (405 nm). O tamanho da area de varredura de cada espécime foi
de 400x 500 um e foi utilizada lente objetiva EC PLAN-NEOFLUAR 10x/0,3 HD M27
para obtengcdo da melhor qualidade de imagem que permite comparagao dos eixos
x(um), y(um) e z(um) entre os espécimes. As imagens obtidas foram apresentadas
com avaliagdo de topografia (Figura 10A e 10B) e perfilometria 3D horizontal e
diagonal (Figuras 11A e 11B).



Figura 10 - Avaliagao topografica 3D em duas perspectivas — vista diagonal (A) e
vista superior (B) do espécime de EMC (projeto piloto).




Figura 11 - Avaliacao perfilométrica 3D horizontal (A) e diagonal (B) do espécime de
EMC (projeto piloto).
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Para a captura das imagens e obtencao dos valores da perfilometria 3D dos
tecidos, removidos pelas diferentes técnicas, foi utilizado o software de analise e
processamento Zeiss Zen Black (Zeiss, Jena, Alemanha) presente no Centro Regional
para o Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovagédo (CRTI) da UFG.

A analise de MEV foi realizada por meio da avaliacdo dos picos e vales das
amostras a partir da perfilometria 3D horizontal e diagonal. Foram realizadas duas
perfilometrias horizontais dividindo a amostra em tergos iguais, além de uma
perfilometria diagonal da amostra. Os dados de topografia da superficie das amostras
foram obtidos calculando as porcentagens que representam cada area de segmento
topografico em relagado a dimenséo total do espécime avaliado.

O perfildmetro digital, também conhecido como rugosimetro, € um equipamento
que fornece caracteristicas topograficas das superficies, cuja imagem tridimensional
(3D) é de maior estabilidade, confiabilidade e mais representativa que a bidimensional
(2D). Consiste de um grande numero de perfis, em areas preestabelecidas e nao
somente por meio de medidas lineares, gerando uma imagem em 3D, a partir de
dados registrados como uma distribuicdo de alturas (picos e vales), por meio de
softwares especificos que fornecem parametros matematicos para identificar as
propriedades superficiais das amostras (rugosidade) (SAITO; LOVADINO; KROLL,
2000). O parametro rugosidade superficial (Sa) € baseado na média do desvio padréo
entre picos e vales em uma superficie. (XAVIER et al. 2012).

4.8 Coleta e analise de dados

Os dados coletados apds analise das amostras em microscopia eletrénica de

varredura e microscopia 6ptica foram avaliados, relacionados e descritos.
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4.9 Descarte dos residuos

Ap0s a realizagao dos procedimentos de retirada de EMC as hemi-mandibulas
suinas foram descartadas conforme Resolugédo n°® 306/2004 do Ministério da Saude,
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). O descarte das hemi-mandibulas
e os demais residuos aconteceu de acordo com o tipo de residuo e seu grupo de
classificagdo: as mandibulas foram descartadas no lixo destinado ao Grupo A
(residuos potencialmente infectantes); as solu¢gdes de glutaraldeido 2,5% e
paraformaldeido 10% foram descartadas no lixo do Grupo B (residuos quimicos); os
papeis, plasticos, embalagens foram descartados no lixo do Grupo D (residuos
comuns); as laminas de bisturi utilizadas foram descartadas no lixo do Grupo E
(residuos perfurocortantes).

4.10 Analise dos risco e beneficios

Alguns dos riscos potenciais associados a realizac&o do estudo foram: acidente
com instrumentais perfurocortantes, acidente com compostos quimicos falta de
atencao as diretrizes para realizagao de pesquisas com animais. Esses riscos foram
minimizados com a utilizagdo de equipamentos de protegcdo individual (EPIs)
completos pelos profissionais, treinamento e seguimento de todas as normas e

diretrizes preconizadas pela Comiss&o de Etica no uso de Animais (CEUA) UFG.

4.11 Consideragoes éticas

Os procedimentos foram realizados por um cirurgido-dentista com experiéncia
e previamente treinado. O procedimento de remogao dos espécimes com bisturi e

mucoétomo foi realizado no Nucleo de Pesquisa em Prétese e Implante (NPPI) da
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Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Goias (UFG). O presente
trabalho teve inicio somente apds aprovacédo e emissao do parecer consubstanciado
pela CEUA da UFG.
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5 RESULTADOS

5.1 Microscopia optica

As imagens das laminas abaixo foram obtidas através de microscopia éptica. E
possivel notar a presenca de tecido epitelial estratificado pavimentoso queratinizado
e tecido conjuntivo denso modelado nas laminas de tecidos removidos com mucétomo
e bisturi (Figura 14). Nos tecidos removidos com mucétomo nota-se uma linearidade
na base do tecido e na espessura do tecido como um todo, presenga de submucosa,
tecido conjuntivo fibroso que é ideal para o sucesso do enxerto (Figuras 14A e 14B).
Ja nos tecidos removidos com bisturi existe maior anfractuosidade, apresentando
aprofundamento durante a remoc¢ao do tecido e grande irregularidade na base do
enxerto (Figura 14E e 14F). Além disso, nota-se a presenca de tecidos indesejados
como tecido adiposo (Figura 14G e 14H).

Os tecidos removidos com mucotomo apresentam microscopicamente
caracteristicas mais favoraveis e que s&o esperadas para garantir maior chance de
sucesso dos enxertos. No entanto, para regides muito delgadas o uso do mucétomo
apresenta como limitagao a possibilidade de remover tecidos indesejaveis, por possuir
alto poder de corte. Dessa forma o operador deve controlar a forca aplicada ao
manusear o mucotomo. Enquanto os tecidos removidos por bisturi apresentam
limitagdes em relagcdo a maior irregularidade na base do tecido, quanto a profundidade

de enxerto removido e presencga de tecidos indesejados.



45

OWO10oNIN

lanLsig




46

Figura 12 - Imagens obtidas através de microscopia Optica, lente objetiva, aumento
5x e 40x. Enxertos removidos de mandibulas suinas com mucétomo (A, B, C, D) e
bisturi (E, F, G, H) corados com hematoxilina e eosina. F: - irregularidades na base
do tecido; H: * células de tecido adiposo.

5.2 Microscopia eletrénica de varredura

Foram analisadas duas areas por amostra (a e b) com dimensdes de 1920 x

2560 pym (eixos x e y). As alturas analisadas no eixo z em cada amostra sdo mostradas

na Tabela 2. As imagens obtidas, assim como os perfis coletados em dois pontos de

cada eixo (x e y) estdo disponiveis nos anexos.

Tabela 2 - Condi¢des de analise das amostras analisadas no MEV.

™M | 1M | 2M | 2M | 3M | 3M
NOME [1Ba | 1Bb |2Ba |2Bb |3Ba | 3Bb a b a b a b
Z(um) | 462 | 318 | 501 | 375 | 327 | 312 | 918 | 804 | 477 | 489 | 507 | 527

a: area a/ b: area b/ B: bisturi / M: mucétomo.

As imagens abaixo sdo das amostras removidas com mucétomo e demonstram

a topografia das amostras de EMC analisadas pelo MEV e perfilometria 3D em

diagonal e horizontal em diferentes areas. Pode-se observar nas imagens abaixo que

o efeito “rampa” que acontece devido ao angulo e pressdo aplicados no mucétomo

sobre a mandibula (Figuras 15 a 17).
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Figura 13 - Perfil da superficie composto por forma e rugosidade amostra 1M.
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Figura 14 - Perfil da superficie composto por forma e rugosidade amostra 2M.



Figura 15 - Perfil da superficie composto por forma e rugosidade amostra 3M.
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As imagens abaixo s&o das amostras removidas com bisturi e demonstram a
topografia das amostras de EMC analisadas pelo MEV e perfilometria 3D em diagonal
e horizontal em diferentes areas. Nessas imagens o efeito “rampa” nao foi observado
e dessa forma tem-se enxertos mais volumosos e com maior presenca de tecido

conjuntivo (Figuras 18 a 20).



Figura 16 - Perfil da superficie composto por forma e rugosidade amostra 1B
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Figura 17- Perfil da superficie composto por forma e rugosidade amostra 2B.
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Figura 18 - Perfil da superficie composto por forma e rugosidade amostra 3B.
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As imagens abaixo demonstram a topografia das amostras de EMC analisadas

pelo MEV e perfilometria 3D em diagonal e horizontal em diferentes areas.

A D

| L ]
o

Figura 19— Perfil da superficie composto por forma e rugosidade (monocromatica).
Comparacédo MEV. As imagens (A, B, C) s&do das amostras removidas com bisturi e
as imagens (D, E, F) sdo das amostras removidas com mucotomo.

As Figuras 21 (A a F) revelaram diferengas entre as superficies das amostras
medidas por MEV. Essas diferengas aconteceram devido ao método de escolha para
remocao dos tecidos. As superficies das amostras removidas com bisturi apresentam
maiores irregularidades em comparacéo as superficies das amostras removidas com
mucétomo. E possivel notar um padrdo de superficie comum entre as amostras
removidas com bisturi com grande presenga de cristas e vales em toda a dimensao
das amostras e entre as amostras removidas com mucétomo pode-se observar maior
uniformidade em todas as amostras analisadas sendo quase ausentes a presenca de

cristas e vales com grandes variagoes.
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As imagens abaixo permitem observar a variacdo topografica diagonal das
amostras analisadas. Ao observar a representagao grafica da topografia no plano
diagonal dos tecidos removidos com bisturi, nota-se maior variacdo destes quando
comparados com as representagdes graficas da topografia dos tecidos removidos com
mucotomo (Figuras 22 a 27).
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Figura 20- Analise perfilométrica 3D diagonal amostra 1M.
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Figura 21 - Analise perfilométrica 3D diagonal amostra 2M.
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Figura 22 Analise perfilométrica 3D diagonal amostra 3M.
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Figura 23- Analise perfilométrica 3D diagonal amostra 1B.
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Figura 25- Analise perfilométrica 3D diagonal amostra 3B.
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As imagens abaixo permitem observar a variagdo topografica horizontal das
amostras analisadas. Ao observar a representagao grafica da topografia no plano
horizontal dos tecidos removidos com bisturi, nota-se maior variagdo destes quando
comparados com as representagdes graficas da topografia dos tecidos removidos com
mucoétomo (Figuras 28 a 33).



00 02 04 0B 08 10 12 14 16 18
X (mm)

Marker 1 Marker 2
0.07127 mm 1.83300 mm
93.44 ym 149.52 ym

Difference
1.76173 mm
56.09 um

T
1.0
Distance (mm)

Figura 26 — Analise perfilométrica 3D horizontal amostra 1M.

101.513
39.621
46.661
0.432

2154
131.814
99.525
231.339

151.455




Y (mm)

06 1.0
[mm)

Marker 1
1.77173 mm

Distance (mm)

Figura 27 — Andlise perfilométrica 3D horizontal amostra 2M.
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Figura 29 — Andlise perfilométrica 3D horizontal amostra 1B.
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Figura 30 — Andlise perfilométrica 3D horizontal amostra 2B.
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Figura 31 — Andlise perfilométrica 3D horizontal amostra 3B.
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6 DISCUSSAO

Os resultados das analises em microscopia optica e MEV permitem inferir que
a técnica de remocgao de enxertos utilizando o mucétomo possibilita a remogao de
enxertos significativamente mais regulares em comparagdo a técnica do bisturi
convencional. E os tecidos removidos com o mucétomo apresentaram uma superficie
menos anfractuosa, mais uniforme e sem a presenga de células indesejaveis, como
tecido adiposo ou demais células.

De acordo com Maurer et al. (2000) deve-se remover a submucosa de tecido
adiposo e os tecidos epiteliais completamente, em casos de realizagao de enxertos
de tecido conjuntivo subepiteliais, para que ndo acontecam complicagcdes e o
organismo possa induzir a formagdo de um novo tecido queratinizado. No presente
estudo foram utilizados EMC e as amostras removidas com bisturi apresentaram
presenca de tecido adiposo em grandes areas, enquanto as amostras removidas com
mucotomo nao apresentaram presenca de tecido adiposo. Essa diferenciacao é
devido aos cortes finos (0,5mm) e uniformes que o mucétomo permite realizar durante
a remogao dos enxertos.

Jung et al. (2009) realizaram uma revisdo sistematica e concluiram que
enxertos autégenos aumentam estatisticamente a largura de gengiva inserida. O uso
do mucétomo em futuras pesquisas clinicas permitira avaliar se ha aumento de
gengiva significativo clinicamente utilizando essa técnica e em comparacao a técnica
do bisturi.

A técnica de remogéao de enxertos gengivais utilizando lamina de bisturi, apesar
de ser utilizada ha muitos anos, apresenta limitagdes em relagdo a irregularidade da
superficie e presenga de tecidos indesejados que podem contribuir para o insucesso
do enxerto na area receptora (VENTURIM, 2011; HARRIS, 1992; ZUCHELLI et al.
2010). Para o desenvolvimento deste estudo buscou-se controlar as variaveis, em
relacdo a remocéo e preparo dos espéecimes, bem como durante a realizagdo das
analises microscopicas. E optou-se por mandibulas suinas devido a disponibilidade
de tecido e maior facilidade para trabalhar com essas pegas.
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Tarasenko et al. (2020) realizou um estudo controlado e randomizado e
analisou comparativamente métodos de aumento de tecido queratinizado e concluiu
que EGL foi a técnica que demonstrou ser mais efetiva para aumento de tecido
queratinizado peri-implantar.. No presente estudo optou-se por manter as amostras
de EMC integras, da forma como foram removidas das mandibulas suinas, a fim de
nao comprometer a qualidade e permitir a realizacdo de analises o mais fidedignas
possivel. Com isso € possivel observar a presenca de tecido epitelial em todas as
amostras.

Dong, Sullivan e Stout (1994), descrevem que a analise de superficie 3D tem
sido muito evidenciada pela industria e centros académicos, pois representam melhor
uma superficie. A topografia de superficie de amostras é frequentemente descrita por
perfis bidimensionais (2D), que na maioria dos trabalhos a rugosidade (Ra) refere-se
a um perfil ou a média de dois a trés perfis (TAGLIARI et al., 2003; MEIRELES et al.,
2009; FRAGOSO et al., 2011). Entretanto, de acordo com Hutchings (1992) e
Whitehead et al. (1999), a perfilometria 3D permite estudos de area sendo capaz de
realizar leituras de diversos perfis de uma mesma superficie (Apéndices A, B e C),
possibilitando a obtencdo de dados com pouquissimas variagdes em escala
nanométrica. Com base nesses estudos, foi utilizado o Perfilometro Digital 3D e
realizou-se 6 perfis por espécime.

Diferentes métodos sédo descritos na literatura cientifica para caracterizar a
superficie, de acordo com a sua rugosidade, porém o mais aceito é o que determina
o perfil ao longo de uma linha na superficie da amostra em estudo, usando um tracado
mecéanico e expressando a rugosidade pelas ondulagbes deste perfil (LEITAO;
HEGDAHL, 1981). Neste estudo os perfis foram tragados em diferentes areas das
amostras e demonstraram uma menor variagdo nas amostras removidas com o
mucoétomo.

Dentre as amostras analisadas através da perfilometria 3D, as removidas pela
técnica do mucétomo apresentaram rugosidade menor do que as removidas com
bisturi. Também pode ser observado menor variagdo nos graficos das amostras
removidas pela técnica do mucétomo em comparagdo com a outra técnica o que
contribui para a validagc&o da hipotese inicial do estudo.

Ao avaliar os tecidos através da microscopia Optica foi possivel reforcar a
hipétese de que os tecidos removidos pela técnica do mucétomo apresentam uma

maior uniformidade de superficie, melhor qualidade tecidual do espécime, em



71

comparagao com os tecidos removidos pela técnica convencional que demonstraram
presenca de células indesejaveis e maiores irregularidades. Contudo, pode ser
observada a presenca de células 6sseas associadas aos tecidos removidos com o
mucoétomo. Isso pode ter ocorrido devido a pressdo empregada com o mucoétomo
sobre a mandibula e pelo fenétipo delgado que as mandibulas suinas apresentam.

Sugere-se que a remogao desses enxertos pode ser realizada com o uso do
mucoétomo a fim de se obter enxertos mais finos, com superficie regular e com menor
chance de presenca de células indesejaveis, garantindo um processo cicatricial mais
favoravel e consequentemente maior sucesso nos procedimentos cirurgicos.

Individuos com um fenotipo gengival fino e uma estreita faixa de tecido
queratinizado s&o propensos ao desenvolvimento de recessao gengival (FISCHER et
al., 2018). A fim de corrigir esses defeitos, Adam et al. (2019), retirou enxertos de
tecido conjuntivo utilizando mucotomo e obteve enxertos uniformes com espessuras
entre 1 e 1,5 mm devido a técnica de remocao no leito doador e demonstrou sucesso
na cicatrizagéo e recobrimento do leito receptor. Isso corrobora com os resultados do
presente estudo, demonstrando que a remogao de enxertos utilizando o mucétomo
pode ser mais vantajosa em comparagado com a técnica convencional.

Ao analisar as imagens de microscopia optica e MEV é possivel notar
convergéncia dos resultados favoraveis aos tecidos removidos com mucotomo. Essa
técnica demonstrou ser vantajosa por minimizar as falhas, apresentar menor
dependéncia de experiéncia e habilidade do operador, por apresentar maior precisao,
padronizagao, previsibilidade e praticidade durante a remocgédo dos enxertos. Sendo
assim os pacientes tém a oportunidade de sentirem-se mais seguros ao optar por essa
técnica e possivelmente apresentardo um poés-operatorio mais favoravel.

Além de permitir cortes mais regulares em comparagao a técnica do bisturi
convencional uma outra vantagem do refinamento da técnica através da utilizacdo do
mucotomo é a capacidade de remocgao de tecidos de 1 a 2 mm de espessura mais
finos em comparacao aos enxertos removidos pela técnica convencional com bisturi
manual (GUNNAY et al. 2008). Enxertos mais finos conseguem sobreviver por mais
tempo sem suprimento sanguineo até que ocorra a neovascularizacdo e
consequentemente integracdo e cicatrizacdo da area receptora garantindo maiores
chances de sucesso do procedimento cirdrgico. (MORMANN, SCHAERT,
FIRESTONE, 1981).
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Além disso, o mucétomo apresenta-se como um equipamento que oferece uma
nova forma de remogao de enxertos com maior facilidade durante a execugéo e maior
previsibilidade no trans e p6s cirtrgico. (GUNNAY et al. 2008; MORMANN, SCHAER,
1977; ADAM et al., 2019).

Prestin et al. (2012) realizaram um trabalho de mensuragdo dos tecidos da
cavidade oral e encontrou que o epitélio do palato duro possui em média 239 um. Essa
€ habitualmente a regido de eleicdo para remogéo de enxertos de tecido mole em
humanos. No presente estudo pode-se observar que as mandibulas suinas
apresentam tecidos delgados que podem dificultar a sua remogéo e essa € uma
possivel limitacdo deste estudo. Entretanto, ao utilizar esses tecidos obtivemos
resultados favoraveis com o mucétomo e esse demonstrou ser superior a técnica
convencional. Portanto, pode-se inferir que ao realizar a remocéao de EMC em tecidos
humanos, que sdo geralmente mais espessos, as chances de sucesso sdo ainda
maiores e vantajosas, além de apresentar maior facilidade de remog¢ao em relagéo a
técnica do bisturi. Outras possiveis limitagdes sdo em relagado ao custo do mucétomo,
a vibragédo, o ruido que esse aparelho causa e a ndo possibilidade de ajustar a
espessura de remocao dos enxertos, a fim de se personalizar para cada caso.

O presente estudo teve o intuito de servir como pesquisa preliminar a realizagao
de futuras pesquisas clinicas que possam comparar as técnicas de remogao de
enxertos e avaliar as suas vantagens e limitagbes. Além disso, pesquisas futuras
poderdo avaliar a cicatrizagdo das regides doadoras e receptoras do enxerto e a
sensibilidade a dor pds-operatoria. Os resultados sdo promissores e corroboram com

o conhecimento cientifico e pratica clinica.
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7 CONCLUSAO

EMC quando removidos pela técnica do mucétomo apresentam maior
uniformidade e menor presengca de células indesejaveis em comparacdo com a
técnica do bisturi.

A remogao de EMC pode ser realizada com o uso do mucétomo a fim de se
obter enxertos mais finos e uniformes favorecendo maior chance de sucesso nos
procedimentos cirurgicos de enxerto de tecido mole.

Sao necessarios estudos clinicos bem delineados para comparar as duas
técnicas de remogao de EMC em tecidos humanos, se ha relevancia clinica para o

uso do mucétomo e variagado da taxa de sucesso entre duas técnicas.
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9 APENDICES

APENDICE A - LEITURA DAS AREAS 1 E 2 DA AMOSTRA 1B (ESQUERDA) E 1M
(DIREITA) NO PERFILOMETRO DIGITAL 3D.

Leitura da rugosidade (Ra), em pm, dos 6 perfis das amostras removidas com bisturi
(A, B, C, D, E, F) e das amostras removidas com mucétomo (G, H, [, J, K, L).
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APENDICE B - LEITURA DAS AREAS 1 E 2 DA AMOSTRA 2B (ESQUERDA) E 2M
(DIREITA) NO PERFILOMETRO DIGITAL 3D.

Leitura da rugosidade (Ra), em um, dos 6 perfis das amostras 2B e 2M removidas
com bisturi (A, B, C, D, E, F) e das amostras removidas com mucétomo (G, H, |, J, K,
L).
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APENDICE C — LEITURA DAS AREAS 1 E 2 DA AMOSTRAS 3B (ESQUERDA) E
3M (DIREITA) NO PERFILOMETRO DIGITAL 3D.

Leitura da rugosidade (Ra), em um, dos 6 perfis das amostras 3B e 3M removidas
com bisturi (A, B, C, D, E, F) e das amostras removidas com mucétomo (G, H, |, J, K,
L).



APENDICE D — VISTA 3D MICROSCOPIA OPTICA CONFOCAL AMOSTRA 1B.
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APENDICE E— ANALISE DAS AREAS 1 E 2 EM DIAGONAL, AMOSTRA 1B.
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APENDICE F— ANALISE 1 DAS AREAS 1 E 2 HORIZONTAL, AMOSTRA 1B.

|
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APENDICE G- ANALISE 1 DAS AREAS 1 E 2 HORIZONTAL, AMOSTRA 1B.
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APENDICE H — VISTA 3D MICROSCOPIA OPTICA CONFOCAL DE VARREDURA,
AMOSTRA 1M.
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APENDICE | — ANALISE DAS AREAS 1 E 2 EM DIAGONAL, AMOSTRA

00—




APENDICE J- ANALISE 1 DAS AREAS 1 E 2 HORIZONTAL, AMOSTRA
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APENDICE K— ANALISE 2 DAS AREAS 1 E 2 HORIZONTAL, AMOSTRA 1M..
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APENDICE L - VISTA 3D MICROSCOPIA OPTICA CONFOCAL DE VARREDURA,
AMOSTRA 2B.




APENDICE M — ANALISE DAS AREAS 1 E 2 EM DIAGONAL, AMOSTRA 2B.
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APENDICE N— ANALISE 1 DAS AREAS 1 E 2 HORIZONTAL, AMOSTRA 2B.
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APENDICE O — ANALISE 2 DAS AREAS 1 E 2 HORIZONTAL, AMOSTRA 2M.

00—
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APENDICE P - VISTA 3D MICROSCOPIA OPTICA CONFOCAL DE VARREDURA,
AMOSTRA 2M.
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APENDICE Q — ANALISE DAS AREAS 1 E 2 EM DIAGNONAL, AMOSTRA 2M.

=




APENDICE R— ANALISE 1 DAS AREAS 1 E 2 HORIZONTAL, AMOSTRA 2M.
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APENDICE S— ANALISE 2 DAS AREAS 1 E 2 HORIZONTAL, AMOSTRA 2M.

o \
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APENDICE T - VISTA 3D MICROSCOPIA OPTICA CONFOCAL DE VARREDURA,
AMOSTRA 3B.
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APENDICE U— ANALISE DAS AREAS 1 E 2 EM DIAGONAL, AMOSTRA 3B.
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APENDICE V — ANALISE 1 DAS AREAS 1 E 2 HORIZONTAL, AMOSTRA 3B.
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APENDICE W- ANALISE 2 DAS AREAS 1 E 2 HORIZONTAL, AMOSTRA 3B.
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APENDICE X- VISTA 3D MICROSCOPIA OPTICA CONFOCAL DE VARREDURA,
AMOSTRA 3M.
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APENDICE Y— ANALISE DAS AREAS 1 E 2 EM DIAGONAL, AMOSTRA 3M.
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APENDICE Z — ANALISE 1 DAS AREAS 1 E 2 HORIZONTAL, AMOSTRA 3M.

0=
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APENDICE AA- ANALISE 2 DAS AREAS 1 E 2 HORIZONTAL, AMOSTRA

=
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APENDICE AB - PERFIL DA SUPERFICIE COMPOSTO POR FORMA E
RUGOSIDADE. COMPARACAO DE MEV. AS IMAGENS (A, B, C) SAO DAS
AMOSTRAS DE SUS SCROFA DOMESTICUS (SUINOS) REMOVIDAS COM
BISTURI E AS IMAGENS (D, E, F) SAO DAS AMOSTRAS REMOVIDAS COM
MUCOTOMO. AS CORES REPRESENTAM A VARIACAO EM ALTURA (uM),
SENDO A COR VERMELHA A REGIAO MAIS ALTA E A COR AZUL A REGIAO
MAIS BAIXA DA AMOSTRA.

A D
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APENDICE AC — DIFERENCA ENTRE DOIS PONTOS EM CADA MEDIDA (mm),

EIXO X.
AMOSTRA |DP'AGONA | rGonaL | HORIZONT | HORIZONT | ~p7oNTAL | HORIZONTA
EIXO X L B AL AL B1 L B2
A A1 A2
1B 273212 | 1.94932 | 1.62294 1.74422 0.80397 0.52889
1M 291910 | 1.16439 | 1.63419 1.67921 176173 0.97902
2B 115533 | 270269 | 1.17907 1.72547 1.65170 1.49791
oM 067148 | 279544 | 0.88649 1.32036 0.88774 0.49764
3B 174579 | 230979 | 158168 | 0.87774 1.24787 0.54890
M 259235 | 261724 176173 0.96526 0.74020 0.46763

APENDICE AD - DIFERENCA ENTRE DOIS PONTOS EM CADA MEDIDA (um),

EIXO Z.

AMOSTR | DIAGONAL | DIAGONAL | HORIZOANT | HORIZONT | HORIZONT | HORIZONT

A EIXO Z A B AL A1 AL A2 AL B1 AL B2
1B 211.59 145.45 136.48 150.21 172.08 175.65
1™ 178.16 162.16 57.12 122.46 56.09 30.51
2B 132.77 10817 107.02 84.12 82.28 107.23
2M 724.16 506.70 367.69 630.97 80.74 195.44
3B 219.88 211.89 49.90 143.71 138.75 142.60
3M 262.17 320.35 314.42 116.59 116.07 257.28
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10 ANEXOS

ANEXO 1 — PARECER CONSUBSTANCIADO CEUA UFG

MINISTERIO DA EDUCACAO “
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS ]
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAQ UFG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o uso de material bioldgico de animais pertencentes 20 filo Chordata, subfile Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) registrado sob peotocolo n* MB 029721, sob &
responsabilidade de CLAUDIO RODRIGUES LELES! FO'UFG encoatra-se de acordo com os preceitos da
Let n” 11.79%4, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julbo de 2009, ¢ com as normas
editadas pelo Conselho Nacona! de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA) ¢ foi apeovado pels
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federal de Goids (UFG), em
reunido de 12/04/2021. Informamos que para esse tipo de autorizagio ndo bd necessidade de entrega de
relatdrio final.

QO Finalidade: () Emsino  (x ) Pesquisa Cientifica

QO Tipo de material bioldgico: Tecido conjuntivo retirado de mandibulas suinas (ex vivo)

O Espécie do material bioldgico: Tecido conjuntive retirado de mandibulas suinas (ex vivo)
3 Origem do material biolégico: Agougue EMPORIO DA PICANHA

Informamos gue de acordo com & Diretriz Brasilewra para o Cuidado ¢ a Utlizagdo de Animais em
Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica (DBCA) vigente ¢ responsabilidade do Pesguisador
Responsdvel pela atividade manter documentagZo que evidencie 2 ongem do material de forma inequivoca.
Essa evidéncia pode ser dada por meio de nota fiscal de compra, recibo, fotografias ou documentos oficiais
dos servigos de vigiléncia, dentre outros apliciveis guando o material ndo for oriundo de uma atividade de
ensine ou de pesquisa cieatifica. Quando o matenal for obtido de animais incluidos em uma atividade de
ensine ou de pesquisa clentifica manter o cestificado de autonizagio pela CEUA pertinente.

A responsabilidade no caso de eventual violagio de normas ou de principios éticos para a obtengZo dos
materiais bioldgicos ¢ do resporsdvel pele atividade, compartilbada por sus equipe, nunca da CEUA

mstitucional.
% ..p-'.z)l\)\—/\‘—‘
Dra, Borges de Menezes Leite
oordenadors d2 CEUA/PRPIUFG

Comissio de Etica no Uso de Arimais’'CEUA
Pro-Reitoria de Pesquiss ¢ Inovagio PRPI-UFG, Alameds Flamboyant, Qd. K, Edifico X2, 1° andar, Prédio da Agincia de
Inovagio, Parque Tecnolgico, sla ds CEUA, Campus Samambais ~ Goilnas-GO, Fome: (55-62) 3521-1876
Emasil: oous ufp@arail oom
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ANEXO 2 - PROTOCOLO DE PREPARO DE TECIDOS PARA MEV.

kROTOCOLO DE PREPARO DE TECIDOS
PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Pode ser usade Karnovisky (mistura de glutaraldeido + paraformaldeide) ou Glutarzldeido a
2,5%.

Tampdo Milloning:

Fosfato de sddio monobdsice (NaH2PO4.H20) -~ 0,844 g
NaQH - 0,193 g

Glicose -~ 0,270g

Em 50 mL de dgua destilada.

Preparar no momente do usc. Guardar o excedente em geladeira para usc nas lavagens
posteriores & fixagdo e pds-fixacdo.

Pode usar o tampdo fosfato 0,1M pH 7,2

Fixador:
Glutaraldeldo 2,5% - Preparar no momento do uso.
O fixador também é preparado em tampdo com final de 0,1M pH 7,2

Procedimentos:

Fixar o material por 24 h (4°C - geladeira).

Lavagem:

Lavar as amostras em tampdo - 4 vezes de 15 minutos (4°C ~ geladeira).

Desidratagdo: temperatura ambiente.
Utilizar etancl P.A. para preparar as sclugdes.
Etanol 50% - 30 min

Etanol 70% - 30 min

Etanol 90% - 30 min

Etanol 95% - 30 min

Etanol 100% - 30 min

Em seguida, levar para o ponto critice.
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