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CAPITULO 1
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INTRODUCAO

A necessidade de uma faixa de tecido queratinizado ao redor de dentes e implantes
(qualidade e quantidade) ¢ defendida por varios autores, os quais sugerem que esse
tecido influencia na manutengdo da saude periodontal/periimplantar, nos niveis de
inser¢ao clinica, na profundidade e amplitude do sulco gengival, na imobilizagdo da
margem gengival, na impermeabilizacdo relativa do tecido marginal e na resisténcia e

. e s oo+ 28910,11,12,13,14,15,16,17,18,1
capacidade de dissipagdo de forcas mastigatorias 8.910.11,12,13,14,15,16,17,18,19

Com o avanco da Implantodontia e a confirmagdo da Osseointegragdo como uma
ancoragem para proteses, os estudos cientificos tém se voltado para o comportamento

do tecido periimplantar e a estética rosea ao redor das proteses implanto-suportadas.

Desde a introducio dos enxertos gengivais livres por BJORN' (1963) e sua
sedimentacdo por meio de principios basicos para o sucesso com fundamentos
biologicos por SULLIVAN e ATKINS? (1968), varias técnicas tém sido introduzidas
na literatura com a finalidade de aumentar e/ou criar uma faixa de mucosa queratinizada

e aprofundar vestibulos®*>%”.

Segundo FRIEDMAN?’ (1964) uma faixa adequada de tecido queratinizado ¢ aquela
suficiente para resistir aos estresses funcionais. LANG&LOE'® (1972) citaram que a
quantia de tecido queratinizado necessario para manter a gengiva marginal livre de
inflamacdo ¢ de no minimo 2 mm, isto porque dimensdes menores possibilitam
mobilidade da margem gengival facilitando a penetragdo de microorganismos no sulco
gengival, resultando assim na maior formacao de placa bacteriana subgengival sendo de

dificil deteccdo clinica e remocao por meio de higienizagdo caseira.
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Em contrapartida, trabalhos subseqiientes questionam esses dados, revelando que o
fundamental para a satide periodontal/periimplantar é a manuten¢ao de uma adequada

s e 4,14,21
higiene bucal™™

.Esses trabalhos questionaram a necessidade de se aumentar
cirurgicamente a extensdo de mucosa queratinizada para prover melhor saude local.
Todavia, tem-se também valorizado a qualidade desse tecido (espessura),
principalmente no que tange a prevencao de recessdes gengivais bem como a

~ . , . . : 22,2324
manutencio dos resultados obtidos apds as terapias de recobrimento radicular™>**,

BRASHER® et al (1975), descreveram as principais complica¢des para enxertos
gengivais livres e como tentar soluciond-las. Dentre aquelas estdo: hemorragia na area
doadora, exposicdo Ossea da area doadora, problemas relacionados com o tamanho e
espessura do enxerto, dentre outras. Enquanto REISER® et al (1996), num estudo em
cadaveres mostraram que o tamanho e formato do palato duro afetam nas dimensdes de
tecido removido para enxertia, tdo quanto a localizagdo da artéria palatina maior.
Concluiram que a area de pré-molares ¢ a mais espessa do palato para remogdo de
tecido doador e que se o tamanho de enxerto for insuficiente , deve-se partir para o lado

contralateral consecutivamente.

Ja para CARNIO?’ (2005), uma das contra- indica¢des para esse tipo de cirurgia é a
falta de tecido doador, como resultado da forma anatomica do palato ou insuficiente
espessura de tecido. Para solucionar estes tipos de problemas os clinicos tém

alternativas limitadas.

Alguns cirurgides utilizam empiricamente a técnica de comprimir o tecido removido
com algum instrumental de ponta romba no intuito de aumentar a area do tecido a ser
enxertado, mas esta técnica além de ndo estar embasada cientificamente, ¢ imprevisivel

e torna o tecido irregular.
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Na perspectiva de que os cirurgides possam diminuir a quantidade de tecido removido
da area doadora, diminuir o trauma cirurgico, diminuir a chance de hemorragia, dar
mais conforto ao paciente no pos operatdrio e criar uma técnica previsivel e embasada
cientificamente, este trabalho teve por objetivo avaliar as modifica¢des histologicas
ocorridas em amostras de tecido gengival palatino removidas de caes da raca Beagle,

apos a utilizacdo de um dispositivo de expansao tecidual.
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MATERIAIS E METODOS

Foram selecionados 8 caes da raga Beagle com aproximadamente 10 meses, sendo 4
machos e 4 fémeas, com pesos variando entre 10 e 18 Kg, provenientes do Biotério

Central da Universidade Federal de Santa Catarina.

Previamente ao procedimento cirargico, cada cdo recebeu uma inje¢do via
intramuscular, de Sulfato de Atropina 0,50 mg (Atropinon” - Hipolabor Farmacéutica
Ltda — Sabard — MG), na dosagem de 0,44 mg/kg. Apds 10 minutos foi aplicada
Xilazina (Rompun® - Bayer S/A — Sio Paulo- SP), na dosagem de 3 mg/kg e Cloridrato
de Quetamina 1,0 mg (Francotar” - Virbac — Satide Animal — Sdo Paulo — SP), na
dosagem de 16 mg/Kg, ambos por via intramuscular, numa unica inje¢do. Em casos de

necessidade, fez-se refor¢o anestésico com a metade da dose-mae.

Manteve-se via intravenosa, durante o ato cirrgico, soro fisioldgico. Possibilitando a

hidratacdo e administracao de outras drogas quando foi necessario.

No ato cirurgico, foram removidos 2 amostras de tecido gengival palatino com o auxilio
de um bisturi circular de 5 mm de didmetro e com espessura aproximada de Imm . As
amostras foram removidas do lado direito e esquerdo do palato, proximo a rafe mediana

e na regido dos primeiros molares do cao.

Apobs a remogao, as amostras foram lavadas em soro fisioldgico e separadas em teste e
controle. As amostras-teste passaram por um dispositivo de expansao tecidual (figura
1), as amostras-controle ndo passaram pelo dispositivo, e em seguida, ambas foram
colocadas num recipiente contendo formol a 10% para o preparo das laminas

histologicas.
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Figura 1: amostra do tecido passando no Dispositivo de Expansao Tecidual.

Para maior comodidade e conforto dos cdes, apds a remog¢ao das amostras, foi colocado
cimento cirirgico sobre as feridas das 4reas doadoras. Isto também auxiliou a

alimenta¢@o dos cdes no periodo pds operatorio.

Ap0s os procedimentos cirurgicos os animais foram mantidos em dois boxes cedidos
pela Disciplina de Técnica Operatoria do Curso de Medicina/UFSC. No periodo pds-
operatério, os animais receberam ao longo dos sete dias subseqiientes um agente
analgésico e antiinflamatério, Flunixin Meglumine (Banamine® injetavel 10 mg
Schering Plough S/A — Rio de Janeiro — Brasil), administrado via intramuscular na dose
de 1,1 mg/kg, com o objetivo de controlar a dor e o edema da area operada. Também
receberam antibidtico (Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte™ 1.200.000 u — Fort
Dodge Satde Animal Ltda — Campinas - SP) durante 10 (dez) dias por via

intramuscular na dose de 24.000 U/kg por dia.
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- Método para expansao tecidual:

Para expandir o tecido removido do palato foi utilizado um Dispositivo de Expansao

Tecidual desenvolvido na UFSC (figura 2).

Figura 2: Dispositivo de Expansao Tecidual.

O equipamento foi fabricado em aco inoxidavel, com rugosidade superficial, dureza e
resisténcia a corrosdo conforme exigéncias da Associagdo Brasileira de Normas

Técnicas (ABNT), normas referentes aos Instrumentais Cirargicos e Odontologicos.

E composto (fig.3) por um rolo cilindrico (1) que através do acionamento manual da
manopla lateral (2) efetua movimento de rotagdo, a0 mesmo tempo a engrenagem (3)
que esta fixa ao rolo, engrena com a cremalheira (4) que transforma o movimento de
rotacdo em movimento linear, deslocando a mesa movel (5). A mesa movel (5) desliza
sobre as guias da mesa fixa (6) dando uma volta completa no rolo. As manoplas
superiores (7) regulam a distancia entre o rolo (1) e a mesa movel (5), permitindo variar

a espessura do tecido processado (8).
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1 Rolo 2 Manopla Lateral
Engrenagem )
e 3 ? 4 Cremalheira
/ g

/Guios da

5 Mesa 6

Mesa Fixa

Tecido 8 —

Processado

7 Manoplas Superiores

Figura 3: Dispositivo de Expansio Tecidual com seus componentes.

ANALISE HISTOLOGICA

Processamento Histoléogico das amostras: o processamento das amostras seguiu o
padrio descrito no trabalho de Resende 2004** ¢ foram confeccionadas na FOB-USP

em parceria com os centros de Histologia e CIP-I ( Centro Integrado de Pesquisa — I).

1) Uma vez removidas as amostras, estas foram lavadas com soro fisioldgico e

colocadas em um recipiente contendo formol a 10% em tampao fosfato ( 0,1M,
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ph 7,0) por um periodo de 72 horas a temperatura ambiente para fixa¢do do

tecido.

2) Lavagem em agua corrente por 4 horas.

3) Desidrata¢do seguindo a seqiiéncia de alcoois a 70% GL, 80% GL, 90% GL e

alcool absoluto, permanecendo por 60 minutos em cada alcool.

4) Trés banhos em Paraplast( resina mais parafina) liquefeita em estufa de cultura
regulada a 60°C, sendo que o primeiro banho foi de 1 hora, o segundo de 3-4

horas e o terceiro ja foi o de inclusdo das pegas nos blocos de resina.

5) Inclusdo em Paraplast, aquecida em estufa a 60°C, onde as amostras foram

mantidas por aproximadamente cinco horas.

6) Cortes semi-seriados realizados com o auxilio de um micrétomo de rotagcao (RM
2045, Jung-Leica), calibrado para espessurade 5 micrometros, em um plano
perpendicular as bidpsias, permitindo obter amostras tanto do tecido epitelial

como o tecido conjuntivo subjacente simultaneamente.

7) Coloragdo com Hematoxilina-eosina(HE).

ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Para avaliagdo dos parametros histomorfométricos deste estudo, utilizou-se o
Microscépio Confocal de Varredura a Laser (LEICA TCS-SPE, Mannheim, Germany) e
0 Microscopio Zeiss Axioskop 2 acoplado a um programa de andlise digitalizada (KS

300 Imaging System. Realise 3.0 - Copyright 1997 by Carl Vision GmbH, Germany).
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Analise histologica: A analise histologica pela coloragdo Hematoxilina-eosina (figura
3) consistiu no exame qualitativo das alteracdes celulares dos tecidos antes e apos a
utilizagdo do dispositivo de expansdo tecidual. Avaliando-se comparativamente as
caracteristicas de integridade das paredes dos vasos sanguineos, integridade de células

epiteliais e integridade da camada de queratina.

Figura 3: Corte teste em HE com aumento de 40x no Microscopio Confocal.

Analise Morfométrica: Devido ao potencial fluorescente da eosina, para avaliagdo
morfolédgica, as laminas em HE foram levadas ao Microscopio Confocal de Varredura a

Laser e obtidas imagens com aumento em 10x.

Foram feitas andlises comparativas da espessura da queratina, espessura do epitélio e
medida a area de fibras colagenas existente no tecido conjuntivo subjacente ao epitélio,

da seguinte maneira:
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Casualiza¢ao das amostras testes e controles:

1) Espessura da queratina (figura4): para quantificar a espessura de queratina
das amostras, foram selecionados trés pontos na camada de queratina (D1, D2 e

D3) e depois calculado a média aritimética para obtencao do valor. Sendo que:

- D1 ¢ a medida da espessura da queratina do canto esquerdo da lamina;

- D2 ¢é a medida da espessura da queratina do canto direito da lamina;

- D3 ¢ a medida da espessura da queratina do centro da lamina.

Figura 4: Casualizacio da espessura da queratina.

2) Espessura do epitélio (figura 5): para quantificar a espessura do epitélio das
amostras, primeiro foi definido o local da lamina histolégica com maior
distancia entre a papila conjuntiva e a queratina ¢ em seguida foram feitas trés

medidas desta posicao e calculado a média aritimética para obtengao do valor.

Sendo que: - Q/P é a medida da queratina ao centro da papila conjuntiva;

- Q/C1 ¢ a medida do inicio da camada de queratina ao centro da

crista epitelial esquerda;
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- Q/C2 ¢ a medida do inicio da camada de queratina ao centro da

crista epitelial direita.

Figura 5: Casualizacao da espessura do epitélio.

3) Area de fibras colagenas existente no tecido conjuntivo subepitelial (figura
6): para determinar a area ocupada por fibras colagenas no tecido conjuntivo
subjacente ao epitélio, foi selecionada uma 4rea de 50mm?” do centro da lamina

original. Sendo que esta mede 215,37 mm®. Observar figura a seguir:
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—h

Figura 6: area de 50mm’ selecionada para casualizacio das amostras de area de
fibras colagenas existente no tecido conjuntivo subepitelial, dentro da imagem de

215,37mm’.

ApOs a selecdo da area, a imagem foi capturada no Programa de analise histolégica( KS
300 Imaging System. Realise 3.0 - Copyright 1997 by Carl Vision GmbH, Germany)
onde foi obtida a quantidade de fibras colagenas existente no tecido conjuntivo

subjascente ao epitélio.
Analise estatistica dos dados histologicos:

Os resultados obtidos foram analisados através do teste ANOVA, sendo adotado o

valor de p <0,05 como nivel de significancia.. O programa utilizado foi o Estatistica 6.0.
Os dados histologicos estao descritos nas tabelas 1,2,3,4 e 5.

Tabela 1: Dados referentes a Espessura de Queratina em pixels do grupo controle.



Cao/medi D1 D2 D3 média
da

02 controle 19,92 17,03 16,12 17.69
04 controle 3,61 8.64 5,39 5,98
05 controle 19 13,04 12,04 14,69
20 controle 18,97 10,44 10,77 14,67
21 controle 15,52 17,72 10,77 14,67
22 controle 7.81 7,21 8,49 7.84
52 controle 14,32 28,23 19,1 20,55
56 controle 16,12 18,25 16,03 16,8

Tabela 2: Dados referentes a Espessura de Queratina em pixels do grupo teste.

Cdo/medida D1 D2 D3 média
02 teste 0 0 0 0
04 teste 0 0 0 0
05 teste 10,3 10,3 9,22 9,94
20 teste 0 0 0 0

21 teste 12 12,04 12 12,01
22 teste 18,87 12,81 18,11 16,6
52 teste 10,3 12,08 14,87 12,42
56 teste 12,08 6,4 14,14 10,87

Tabela 3: Dados referentes a Espessura de Epitélio em pixels do grupo controle.



Cdo/medida q/p q/C1 q/C2 média
02 controle 112,01 228,06 180,19 173,42
04 controle 134,13 177,12 179,94 163,73
05 controle 118,38 129,03 138.6 128,67
20 controle 110,69 146,7 165,85 141,08
21 controle 183,81 322,14 317,93 274,63
22 controle 160,6 204,4 217,27 194,09
52 controle 232,42 314,23 361,07 302,57
56 controle 88.07 102,18 95,34 95,2

Tabela 4: Dados referentes a Espessura de Epitélio em pixels do grupo teste.

Céo/medida a/p q/C1 q/C2 média
02 teste 220,48 298,96 289,21 269,55
04 teste 319,46 275,51 320,22 305,06
05 teste 166,4 234,31 205,3 202

20 teste 67,12 84,53 103,47 85,04
21 teste 67,01 74,01 88 76,34
22 teste 192,84 217,71 206,63 205,73
52 teste 196,7 279,79 327,27 267,89
56 teste 150,62 198,28 192,21 180,37

23
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Tabela 5: Dados referentes 3 Area de Conjuntivo em porcentagem dos grupos

controle e teste.

02

04

05

20

21

22

52

56

Area conjuntivo (%)

59,12
50,48
48,7
57,61
43,98
60,24
58,34

68,03

Area

conjuntivo (%)

71,80
77,64
45,53
64,53
65,63
58,07
48,16

64,93
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RESUMO:

Este trabalho tem por objetivo avaliar as modificagdes histologicas ocorridas em
enxertos de tecido epitelial e conjuntivo removidos de cdes apds a utilizagdo de um
Dispositivo de Expansdao Tecidual. Dezesseis amostras de tecido gengival foram
removidos do palato duro de 08 cdes da raca Beagle e divididos em grupo controle e
teste, onde se utilizou um dispositivo para expandir o tamanho dos enxertos.
Confeccionaram-se 1dminas em HE e compararam-se os grupos em microscopio de luz e
confocal de varredura a laser. Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os

grupos e o dispositivo foi considerado eficiente para expansao tecidual.

Palavras chave: Expansao tecidual, enxerto tecido mole, microscopio confocal de

varredura a laser

Este artigo esta formatado conforme as normas de elaboragao de artigos da revista
International Journal of Periodontics & Restorative Dentistry
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INTRODUCAO

Com o avango da Implantodontia e a confirmacdo da Osseointegragdo como uma
ancoragem para proteses, os estudos cientificos tém se voltado para o comportamento

do tecido periimplantar e a estética rosea ao redor das proteses implanto-suportadas.

Desde a introdugdo dos enxertos gengivais livres por BJORN' (1963) e sua
sedimentacdo por meio de principios basicos para o sucesso com fundamentos
bioldgicos por SULLIVAN e ATKINS® (1968), vérias técnicas tém sido introduzidas
na literatura com a finalidade de aumentar e/ou criar uma faixa de mucosa queratinizada

’ 4
e aprofundar vestibulos®*>%”.

A necessidade de uma faixa de tecido queratinizado ao redor de dentes e implantes
(qualidade e quantidade) ¢ defendida por varios autores, os quais sugerem que esse
tecido influencia na manutengdo da saude periodontal/periimplantar, nos niveis de
inser¢ao clinica, na profundidade e amplitude do sulco gengival, na imobilizagdo da
margem gengival, na impermeabilizacdo relativa do tecido marginal e na resisténcia e

. e s o+ 28910,11,12,13,14,15,16,17,18,1
capacidade de dissipagdo de forcas mastigatorias 8.910.11,12,13,14,15,16,17,18,19

Segundo FRIEDMAN® (1964) uma faixa adequada de tecido queratinizado ¢ aquela
suficiente para resistir aos estresses funcionais. LANG&LOE' (1972) citaram que a
quantia de tecido queratinizado necessario para manter a gengiva marginal livre de
inflamacdo ¢ de no minimo 2 mm, isto porque dimensdes menores possibilitam
mobilidade da margem gengival facilitando a penetracdo de microorganismos no sulco
gengival, resultando assim na maior formacao de placa bacteriana subgengival sendo de

dificil deteccdo clinica e remocgao por meio de higienizagdo caseira.
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Em contrapartida, trabalhos subseqiientes questionam esses dados, revelando que o
fundamental para a satide periodontal/periimplantar é a manuten¢ao de uma adequada

s e 4,14,21
higiene bucal™™

.Esses trabalhos questionaram a necessidade de se aumentar
cirurgicamente a extensdo de mucosa queratinizada para prover melhor saude local.
Todavia, tem-se também valorizado a qualidade desse tecido (espessura),
principalmente no que tange a prevencao de recessdes gengivais bem como a

~ . , . . : 22,2324
manutencio dos resultados obtidos apds as terapias de recobrimento radicular™>**,

BRASHER® et al (1975), descreveram as principais complica¢des para enxertos
gengivais livres e como tentar soluciond-las. Dentre aquelas estdo: hemorragia
excessiva na drea doadora, exposicdo Ossea da area doadora, problemas relacionados
com o tamanho e espessura do enxerto, dentre outras. Enquanto REISER™ et al (1996),
num estudo em cadaveres mostraram que o tamanho e formato do palato duro afetam
nas dimensdes de tecido removido para enxertia, tdo quanto a localizagdo da artéria
palatina maior. Concluiram que a 4rea de pré-molares ¢ a mais espessa do palato para
remocao de tecido doador e que se o tamanho de enxerto for insuficiente , deve-se partir

para o lado contralateral simultaneamente.

Ja para CARNIO?” (2005), uma das contra- indica¢des para esse tipo de cirurgia ¢ a
falta de tecido doador, como resultado da forma anatémica do palato ou insuficiente
espessura de tecido. Para solucionar estes tipos de problemas os clinicos tém

alternativas limitadas.

Alguns cirurgides utilizam empiricamente a técnica de comprimir o tecido removido
com algum instrumental de ponta romba no intuito de aumentar a area do tecido a ser
enxertado, mas esta técnica além de ndo estar embasada cientificamente, ¢ imprevisivel

e torna o tecido irregular.
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Na perspectiva de que os cirurgides possam diminuir a quantidade de tecido removido
da area doadora, diminuir o trauma cirurgico, diminuir a chance de hemorragia, dar
mais conforto ao paciente no pos operatdrio e criar uma técnica previsivel e embasada
cientificamente, este trabalho teve por objetivo avaliar as modifica¢des histologicas
ocorridas em enxertos amostras de tecido gengival palatino de caes da raga Beagle, apos

a utiliza¢ao de um dispositivo de expansao tecidual.
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MATERIAIS E METODOS

Foram selecionados 8 caes da raga Beagle com aproximadamente 10 meses, sendo 4
machos e 4 fémeas, com pesos variando entre 10 e 18 Kg, provenientes do Biotério

Central da Universidade Federal de Santa Catarina.

Previamente ao procedimento cirargico cada cdo recebeu uma inje¢do, via
intramuscular, de Sulfato de Atropina 0,50 mg (Atropinon” - Hipolabor Farmacéutica
Ltda — Sabard — MG), na dosagem de 0,44 mg/kg. Apds 10 minutos foi aplicada
Xilazina (Rompun® - Bayer S/A — Sio Paulo- SP), na dosagem de 3 mg/kg e Cloridrato
de Quetamina 1,0 mg (Francotar” - Virbac — Satide Animal — Sdo Paulo — SP), na
dosagem de 16 mg/Kg, ambos por via intramuscular, numa unica inje¢do. Em casos de

necessidade, fez-se reforco anestésico com a metade da dose mae.

No ato cirargico, foram removidos 2 amostras de tecido tecido gengival com o auxilio
de um bisturi circular de 5 mm de diametro. As amostras foram removidas do lado
direito e esquerdo do palato duro, proximo a rafe mediana e na regido dos primeiros

molares do cdo.

ApoOs a remogao as amostras foram lavadas em soro fisiologico e separadas em teste e
controle. As amostras-teste passaram por um dispositivo de expansdo tecidual (figura
1), as amostras-controle nao passaram pelo dispositivo, € em seguida, ambas foram
colocadas num recipiente contendo formol a 10% para o preparo das laminas

histologicas.
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Figura 1: amostra de tecido passando no dispositivo de expansao tecidual.

- Método para expansao tecidual:

Para expandir o tecido removido do palato duro foi utilizado um Dispositivo de

Expansao Tecidual desenvolvido na UFSC (figura 2).

Figuras 2: Dispositivo de Expansio Tecidual.
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Apds os procedimentos cirurgicos os animais receberam ao longo dos sete dias
subseqiientes um agente analgésico e antiinflamatorio, Flunixin Meglumine (Banamine®
injetavel 10 mg Schering Plough S/A — Rio de Janeiro — Brasil), administrado via
intramuscular na dose de 1,1 mg/kg, com o objetivo de controlar a dor ¢ o edema da
area operada. Também receberam antibiotico (Pentabiotico Veterinario Pequeno Porte®
1.200.000 u — Fort Dodge Satide Animal Ltda — Campinas - SP) durante 10 (dez) dias

por via intramuscular na dose de 24.000 U/kg por dia.

ANALISE HISTOLOGICA:

Processamento Histologico das amostras: Apos remocdo das amostras de tecido
epitelial e conjuntivo, estes foram lavados em soro fisioldgico e fixados em formol 10%
por 72 horas. Desidratou-se seguindo a seqiiéncia de alcoodis 70% GL até absoluto e
inclusdo em Paraplast. Fez-se cortes semi-seriados com espessura de 5 micrometros

para posterior coloragdo em Hematoxilina-Eosina.

Analise Histomorfométrica:

Para avaliacdo dos parametros histomorfométricos deste estudo, utilizou-se o
Microscépio Confocal de Varredura a Laser (LEICA TCS-SPE, Mannheim, Germany) e
0 Microscopio de Luz Zeiss Axioskop 2 acoplado a um programa de analise digitalizada
(KS 300 Imaging System. Realise 3.0 - Copyright 1997 by Carl Vision GmbH,

Germany).
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Analise histologica: A analise histologica pela coloracdo Hematoxilina-eosina (figura
3) consistiu no exame qualitativo das alteracdes celulares dos tecidos antes e apods a
utilizagdo do dispositivo de expansdo tecidual. Avaliando-se comparativamente as
caracteristicas de integridade das paredes dos vasos sanguineos, integridade de células

epiteliais e integridade da camada de queratina.

Figura 3: Lamina teste em HE com aumento de 40x no Microscépio Confocal.

Analise Morfométrica: Devido ao potencial fluorescente da eosina, para avaliacao
morfologica, as laminas em HE foram levadas ao Microscopio Confocal de Varredura a

Laser e obtidas imagens com aumento em 10x.

Foram feitas analises comparativas da espessura da queratina, espessura do epitélio e
medida a area de fibras coladgenas existente no tecido conjuntivo subjacente ao epitélio,

da seguinte maneira:
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Casualiza¢ao das amostras testes e controles:

1) Espessura da queratina (figura 4): para quantificar a espessura de queratina
das amostras, foram selecionados trés pontos na camada de queratina (D1, D2 e

D3) e depois calculado a média aritimética para obtencdo do valor.

Sendo que: - DI ¢ a medida da espessura da queratina do canto esquerdo da

lamina;

- D2 ¢ a medida da espessura da queratina do canto direito da 1amina;

- D3 ¢ a medida da espessura da queratina do centro da lamina.

Figura 4: Casualizacio da espessura da queratina.

2) Espessura do epitélio (figura 5): para quantificar a espessura do epitélio das
amostras, primeiro foi definido o local da lamina histologica com maior
distancia entre a papila conjuntiva e a queratina e em seguida foram feitas trés

medidas desta posi¢cdo e calculado a média aritimética para obtencao do valor.

Sendo que: - Q/P é a medida da queratina ao centro da papila conjuntiva;
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- Q/C1 ¢ a medida do inicio da camada de queratina ao centro da

crista epitelial esquerda;

- Q/C2 ¢ a medida do inicio da camada de queratina ao centro da

crista epitelial direita.

Figura 5: Casualizacao da espessura do epitélio.

3) Area de fibras colagenas existente no tecido conjuntivo subepitelial (figura
6): para determinar a 4rea ocupada por fibras coldgenas no tecido conjuntivo
subjacente ao epitélio, foi selecionada uma 4rea de 50mm’ do centro da lamina

original. Sendo que esta mede 215,37 1mm?. Observar figura a seguir:
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—h

Figura 6: area de 50mm’ selecionada para casualizacio das amostras de drea de fibras

colagenas existente no tecido conjuntivo subepitelial, dentro da imagem de 215,371mm’.

Ap6s a selecdo da area, a imagem foi capturada no Programa de analise histologica( KS
300 Imaging System. Realise 3.0 - Copyright 1997 by Carl Vision GmbH, Germany)
onde foi obtida a quantidade de fibras colagenas existente no tecido conjuntivo

subjascente ao epitélio.

Analise estatistica dos dados histologicos:

Os resultados obtidos foram analisados através do teste ANOVA, sendo adotado o

valor de p <0,05 como nivel de significancia.. O programa utilizado foi o Estatistica 6.0.
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RESULTADOS:

Para obtengdo dos resultados, foram comparados os valores obtidos dos grupos teste e
controle referentes a espessura de queratina, espessura do epitélio e a area ocupada por
fibras coldgenas no tecido conjuntivo subepitelial avaliados no microscopio confocal de
varredura a laser. Além disso, em HE, comparou-se qualitativamente as alteragdes
celulares nos tecidos antes e apds a utilizacao do dispositivo de expansao tecidual.

Analise da Espesura da Camada de Queratina em Pixels
20

18

16

14 [

12

Espessura de Queratina

10 S R

- _T_ Desvio Padrdo
[ 1 Erro da Amostra

Controle Teste = Média

Grupos

Figura 7: Grafico comparativo entre a espessura de queratina dos grupos controle e teste.

Demonstra que nao houve diferenca estatistica entre os grupos (p> 0,05).
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Figura 8: Grafico comparativo entre a espessura de epitélio dos grupos controle e teste.

Constata-se que os grupos sao muito semelhantes, mantendo praticamente as mesmas

espessuras. Nao houve diferenca estatistica (p>0,05).
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Figura 9: Grafico comparativo da area de conjuntivo dos grupos controle e teste. Observa-
se que mesmo apos a utilizacdo do dispositivo de expansao tecidual a area de conjuntivo
foi semelhante para ambos os grupos, nio havendo diferenca estatistica (p>0,05) entre os

mesmos.

Analise histoléogica em HE: Na comparagdo qualitativa dos grupos controle e teste
relacionados as caracteristicas de integridade das paredes dos vasos sanguineos,
integridade de células epiteliais e integridade da camada de queratina, houveram poucas

diferengas entre os grupos.

Os vasos sanguineos mantiveram-se integros tanto no grupo controle quanto no grupo

teste.

Ja as células epiteliais do grupo teste estavam levemente alteradas em comparagao com
o grupo controle. Principalmente na camada germinativa, onde muitas células perderam

o formato cubdide e tornaram-se irregulares devido a compressao do dispositivo.

A maior diferenga entre os grupos foi vista na camada de queratina. Devido a forga de
compressao exercida pelo rolo cilindrico do dispositivo, 03 amostras perderam a
camada de queratina e nas outras amostras esta camada apresentava areas onde a mesma

se via rompida ou descolada parcialmente do epitélio
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Figura 10: imagem em HE do grupo teste analisada no Microscépio Confocal: Observa-se
o descolamento parcial da camada de queratina (seta azul) e o formato irregular das
células na camada germinativa ( seta amarela) apés a utilizacao do dispositivo de expansio

tecidual.
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DISCUSSAO:

Este estudo foi realizado com o intuito de avaliar o comportamento histoléogico de
tecidos epiteliais e conjuntivos apds a utilizacdo de um dispositivo de expansao tecidual.
Trata-se de um estudo inovador, pois ndo existe na literatura odontoldégica nenhum
trabalho semelhante, o que existe ¢ uma técnica empirica de compressao desses tecidos
com a ponta romba do cabo de um instrumento para aumentar o tecido a ser enxertado.

Mas ndo se sabe quais as altera¢des teciduais promovidas por esse tipo de técnica.

Desde a introducdo dos enxertos gengivais livres' e conjuntivos®, estes véem sendo

8,25,29,30,31,33,34,35 citam como

muito utilizados e com grande sucesso. Varios autores
desvantagens dessas técnicas os riscos de acidentes hemorragicos nas areas doadoras, a
necessidade de grande disponibilidade de tecido no caso de haver varias areas ou uma
grande area que necessitem de intervengdo, a necessidade de possuir um segundo sitio
cirirgico com desconforto adicional, a dificuldade de padronizagdo da espessura e
uniformidade do tecido que possam resultar em alteragdes estéticas. Além disso,
podemos citar os casos de grandes reconstrucdes Osseas aplicadas a Implantodontia,
onde ¢ muito comum a perda de profundidade de vestibulo e necessidade de grandes
enxertias de tecido queratinizado para se obter estética ou tecido aderido ao redor dos
implantes. Muitos destes problemas podem ser solucionados com a utilizacdo do

dispositivo de expansao tecidual e para isso buscou-se respostas cientificas sobre o que

acontece com o tecido doador apds a expansao.

A mucosa mastigatoria, onde se encontra o palato duro, ¢ constituida por um epitélio
estratatificado pavimentoso, queratinizado, com cristas epiteliais e ldmina propria com
papilas conjuntivas. O epitélio divide-se em 4 camadas: basal ou germinativa,

espinhosa, granulosa e cornea ou queratinizada. A lamina propria ou tecido conjuntivo
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de suporte do epitélio bucal divide-se em 2 camadas: papilar e reticular. Todas essas
caracteristicas de epitélio e conjuntivo foram encontradas e consideradas
estatisticamente semelhantes tanto para o grupo teste quanto para o grupo controle®°.
Na comparagdo dos grupos testes e controles ndo houve diferenca estatistica para
nenhuma area analisada, ou seja, nem para espessura de queratina, nem para espessura
de epitélio e nem para area de conjuntivo subepitelial. Entdo, questiona-se: Como o
tecido expandiu, se ndo houve alteragdo celular? Para os autores deste trabalho o que
ocorre ¢ uma compressao com aumento da area, porém, com a diminui¢do da espessura
do tecido removido sem promover alteragdo ou morte celular. Com isso, o cirurgido que
estiver utilizando o dispositivo de expansdo tecidual deve remover um enxerto mais

espesso do que necessita para aumenta-lo de tamanho e obter sucesso em seu ato

cirirgico.

Além disso, na comparagdo do grupo controle com o teste da espessura de queratina, 03
amostras do grupo teste perderam parcialmente essa camada devido a for¢a de
compressdo do dispositivo. Outros estudos estdo em andamento para verificar se o
rompimento ou a perda parcial da queratina podera influenciar de algum modo no
sucesso das técnicas, mas acreditasse que isso ndo ira interferir no resultado do enxerto,
pois se sabe que esta camada ¢ perdida nas primeiras 24 horas apOs a enxertia € um

C ot . . 1 8,2837.38
novo epitélio serd formado em seguida™"™".

Por ser um trabalho pioneiro de uma linha de pesquisa seguida na Universidade Federal
de Santa Catarina, nos préoximos trabalhos serdo descritos mais alguns fatores para
compreensdo bioldgica e mecanica da expansdo tecidual. Como por exemplo: a forga

maxima de compressao € a espessura minima que o tecido suporta sem alterar sua forma
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original, quanto o tecido consegue expandir, quanto expande o tecido conjuntivo em

comparagdo ao tecido epitelial, dentre outras.

CONCLUSAO:

- Os resultados obtidos demonstraram que o Dispositivo de Expansao Tecidual ¢ util
para aumentar a area de enxertos gengivais livres e conjuntivos sem alterar as

caracteristicas histologicas originais desses tecidos;

- O aumento da area dos enxertos gengivais livres e conjuntivos apos a utilizagdo do
Dispositivo de Expansdo Tecidual sugere que cirurgias mais comodas aos pacientes e
cirurgides dentistas serdo realizadas. Diminuindo assim, a quantidade de enxerto
removido da area doadora, o trauma cirurgico, a chance de dor ¢ hemorragia trans e pds-

operatoria.
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Abstract

The objective of this study is to evaluate histological changes in epithelial and
connective tissue grafts of dogs after the use of a Tissue Expansion Device. Sixteen
samples of gingival tissue were harvested from the hard palate of 8 beagle dogs, and
divided into control and experimental groups. A device was used for the expansion of
the grafts in the experimental group. Histological sections were prepared and stained
with hematoxylin and eosin, and the samples of both groups were compared using light
and confocal laser scanning microscopy. There was no significant statistical difference
between groups and the device was considered effective for tissue expansion.

Keywords: Tissue expansion, soft tissue graft, confocal scanning laser microscopy

Introduction
With advances in Implant Dentistry and confirmation that osseointegration provides
anchorage for prostheses, scientific studies have been focused on the behavior of peri-
implant tissue and the “pink aesthetics” around implant-supported prostheses.

Since the introduction of free gingival grafts by Bjorn' in 1963, and the

establishment of this technique, based on fundamental biological principles, by Sullivan
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and Atkins® in 1968, several other techniques have been introduced in the literature
aiming to create and/or expand a band of keratinized mucosal graft, and to deepen
buccal vestibules®”.

The need for a band of keratinized tissue around teeth and implants, in sufficient
quantity and quality, is supported by many authors who suggest that this type of tissue
may have a positive effect on the clinical attachment level, depth and width of the
gingival sulcus, immobilization of the gingival margin, relative impermeability of the
marginal tissue, resistance to masticatory forces, energy dissipation capacity, and on
maintaining the periodontal/peri-implant health.>*"

According to Friedman®, an adequate band of keratinized tissue is defined as the
one which can withstand functional stresses. Lang and Loe'® reported that a minimum
width of 2 mm of keratinized tissue is needed to maintain the gingival margin free of
inflammation; smaller widths facilitate mobility of the gingival margin and allow
penetration of microorganisms, resulting on the formation of subgingival bacterial
plaque, which is difficult to detect clinically and remove by at-home oral hygiene care.

On the other hand, other studies questioned these findings showing that what is
essential for maintaining periodontal/peri-implant health is adequate oral hygiene.*'**!
These studies also questioned the need to surgically expand the keratinized mucosa to
improve oral health.*'**' However, the quality (thickness) of the keratinized mucosa is
very important, especially in preventing gingival recession, and maintenance of results
from treatments to cover the root surface.”*>*

Brasher et al.”> described the main complications of free gingival grafts and how to
treat them. Among the complications, one may cite excessive hemorrhage and bone

exposure at the donor area, and problems related to the size and thickness of the graft. A

study on cadavers showed that the size and shape of the hard palate, as well as the
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location of the greater palatine artery, affect the dimensions of donor tissue harvested.*
The authors concluded that the premolar region is the thickest part of the palate
available for grafting, and if the size of the graft is insufficient for the treatment, it is
necessary to simultaneously harvest tissue from the contralateral side.*®

According to Carnio’, a contra-indication for this type of surgery is the lack of
donor tissue due to the anatomical shape of the palate or insufficient tissue thickness.
Surgeons have few options to solve these problems.

Some surgeons use an empirical technique, which consists of compressing the tissue
with a blunt end of an instrument to increase its area, but this technique has no scientific
basis, renders the graft tissue irregular, and results are unpredictable.

Bearing in mind the possibility of reducing the amount of tissue harvested from the
donor area, surgical trauma and hemorrhage, providing more comfort to the patient
during the postoperative period, and devising a technique whose results are predictable
and based on scientific principles, this study was conducted to evaluate histological
changes in graft samples of palatal gingival tissue of beagle dogs after using a tissue

expansion device.

Method and materials
Eight beagle dogs, four males and four females, aged about 10 months, and weighing 10
to 18 kg, were obtained from the Laboratory Animal Facility of the Federal University
of Santa Catarina (UFSC), Brazil.

Before surgery, each dog received an intramuscular injection of atropine sulfate
(Atropinon® 0.50 mg, Hipolabor Farmacéutica Ltda) (0.44 mg/kg). After 10 min, a

single intramuscular injection was administered containing xylazine (Rompun®, Bayer
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S/A) (3 mg/kg) and ketamine chlorohydrate (Francotar™ 1.0 mg, Virbac) (16 mg/kg).
An additional dose of half the initial dose of anesthetic was given if needed.

During surgery, two samples of gingival tissue were taken from each dog using a
circular scalpel (5 mm in diameter). The samples were harvested from the left and right
sides of the hard palate, close to the median raphe and in the region of the first molars of
the dog.

After harvesting, the samples were washed with physiological saline solution and
divided into control and experimental groups. Only the experimental samples were
passed through the tissue expansion device (Fig 1). Following, all samples were placed

in a container with 10% formaldehyde for preparation of histological sections.

Method of Tissue Expansion
The tissue harvested from the hard palate was expanded with the Tissue Expansion
Device developed in the UFSC (Fig 2).

Following surgery, each dog received an analgesic and anti-inflammatory agent,
flunixin meglumine (Banamine® injectable 10 mg, Schering Plough S/A) for seven
consecutive days (1.1 mg/kg, intramusculary) for the control of postoperative pain and
edema. The animals also received an antibiotic (Pentabidtico Veterinario Pequeno
Porte® 1,200,000 U, Fort Dodge Saude Animal Ltda) for 10 days (24,000 U/kg per day,

intramusculary).

Histological Analysis

Histological processing

Following harvesting, the samples of epithelial and connective tissue were washed in

physiological saline solution, fixed in 10% formaldehyde for 72 hours, dehydrated in an
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ascending series of alcohol concentrations (70% to 100%), and embedded in Paraplast.
The embedded samples were cut into 5-um semi-serial sections, and later stained with

hematoxylin and eosin.

Histomorphometric Analysis

In this study, a confocal scanning laser microscope (LEICA TCS-SPE) and a light
microscope (Zeiss Axioskop 2) together with an image processing software (KS 300
Imaging System release 3.0, Carl Zeiss) were wused for the analysis of

histomorphometric parameters.

Histological analysis

Histological analysis with hematoxylin and eosin (Fig 3) consisted in the qualitative
comparison of cellular changes in tissues caused by the use of the tissue expansion
device. The integrity of blood vessel walls, epithelial cells, and keratin layer was

evaluated comparatively.

Morphometric Analysis

Due to the fluorescence properties of eosine, morphometric analysis of sections stained
with hematoxylin and eosin was conducted using a confocal laser scanning microscope
at 10x magnification.

Comparative analysis of the thickness of the epithelium and keratin layer, and
measurements of the collagen fiber area in the connective tissue subjacent to the
epithelium were performed as follows.

Measurements of experimental and control samples
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1) Keratin thickness: In order to measure the keratin thickness in the samples, three
points (D1, D2 and D3) were selected on the keratin layer (Fig 4). The keratin thickness
was calculated from the arithmetic average of the thickness at these three points, where:
- D1 is the thickness of keratin on the left corner of the section;
- D2 is the thickness of keratin on the right corner of the section;
- D3 is the thickness of keratin on the center of the section.
2) Thickness of the Epithelium: In order to measure the epithelium thickness, the largest
distance between the connective papilla and keratin was identified on the histological
section, and three thickness measurements were taken at this position (Fig 5). The
epithelium thickness was defined as the arithmetic average of these three values, where:
- Q/P is the thickness measured from the beginning of the keratin layer to the center of
connective papilla.
- Q/C1 is the thickness measured from the beginning of keratin layer to the center of the
left epithelial ridge.
- Q/C2 is the thickness measured from the beginning of keratin layer to the center of the
right epithelial ridge.
a. Area of collagen fibers in the subepithelial connective tissue: In order to
measure the area covered by collagen fibers in the subepithelial connective tissue, an
area of 50 mm® was selected from the center of the histological section (Fig 6). The
histological section measured a total of 215.371 mm®. See the following figure.

After selecting the area, the image was captured by an image processing software for
histological analysis, and the amount of collagen fibers present in the connective tissue

subjacent to the epithelium was measured.
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Statistical analysis of the histological data
The results were evaluated using analysis of variance (ANOVA) at a significance level

of p<0.05. The statistical software used was Estatistica 6.0.

Results

The results were obtained from the comparison between groups of the measurements of
keratin and epithelium thicknesses, and area covered by collagen fibers subjacent to the
subepithelial connective tissue obtained with the confocal laser scanning microscope.
Also, sections stained with hematoxylin and eosin from both experimental and control
groups were qualitatively compared to evaluate changes in tissue cells caused by the use

of the tissue expansion device.

Histological analysis with hematoxylin and eosin
Qualitative comparison of the degree of integrity of blood vessel walls, epithelial cells
and keratin layer showed little differences between groups.

The integrity of the blood vessels was preserved in both groups.

On the other hand, epithelial cells in the experimental group were slightly altered
compared with those in the control group, especially in the germinative layer, where
many cells lost their cuboidal shape and became irregular as a result of the compression
exerted by the device.

The largest difference between groups was observed in the keratin layer. Due to the
compression force exerted by the cylinder of the device, three samples lost the keratin
layer, and the other samples had regions where the keratin layer ruptured or was

partially detached from the epithelium.
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Discussion
The aim of this study was to evaluate histological changes of epithelial and connective
tissues after using a tissue expansion device. This is an innovative study for, to the best
of our knowledge, there is no other study similar in scope reported in the literature.
There are studies describing an empirical technique used for graft expansion, consisting
on the compression of tissues using the blunt end of the handle of an instrument.
However, there are no studies on tissue changes resulting from the use of this type of
technique.

Since their introduction, free gingival' and connective® grafts have been extensively

. 25,29,30,31,33-35
used with a great rate of success. Several authors®™

report some
disadvantages to this technique, such as hemorrhage risks at donor areas, the need for a
large availability of donor tissue when various areas or a large area require intervention,
and for a second surgical site causing additional discomfort, and the difficulty to
standardize the thickness and uniformity of the tissue, which may result in cosmetic
alterations. Moreover, in cases of loss of vestibular depth requiring extensive bone
reconstruction for the placement of implants, there is a need for large grafts of
keratinized tissue for cosmetic reasons and to increase the area of tissue attached to the
implant. Many of these problems can be solved using the tissue expansion device. This
study was conducted to better understand the effects of the device on donor tissues after
the expansion.

The masticatory mucosa in the hard palate consists of a keratinized stratified
squamous epithelium with epithelial ridges, and lamina propria with connective
papillae. The epithelium exhibits four layers: the basal or germinative layer, spinous

layer, granular layer, and cornified or keratinized layer. The lamina propria, the

connective tissue that provides support for the buccal epithelium, is composed of two
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layers, the papillary and reticular layers. All these structures of the epithelium and
connective tissue were identified and found to be statistically similar in both groups.>>°
There were no statistical differences between control and experimental groups in any of
the analyzed parameters, which were the thickness of the keratin layer, thickness of the
epithelium, and area of subepithelial connective tissue. Given these findings, one may
question how the tissue could be expanded if there were no cellular changes. In the
opinion of the authors of this study, the compression of the donor tissue results in an
increase in the surface area and reduction in tissue thickness, without causing alterations
or death of the cells. With this in mind, a surgeon using the tissue expansion device
needs to harvest the donor tissue thicker than necessary and expand it with the device to
obtain a graft of adequate size.

However, there was a partial loss of the keratin layer in three samples of the
experimental group due to the compression force applied by the device. Other studies
are underway to verify whether the rupture or partial loss of the keratin layer may affect
the success rate of this technique, but it is believed that these changes in the keratin
layer will not affect the graft success. It is known that this layer is lost in the first 24 h
after grafting, and that a new epithelium is soon formed.***~"*

This pioneer study is part of a research project being conducted at the UFSC. It will
be followed by other studies addressing additional issues for a better understanding of
the biological and mechanical factors involved in the expansion of tissues. As examples,
we may mention the maximum allowable compression force and the minimum
thickness a tissue can have without changing its original characteristics, how much a
tissue can be expanded, and what is the expansion of the connective tissue compared to

the epithelial tissue, among others.
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Conclusion
The obtained results demonstrated that the Tissue Expansion Device is useful in
increasing the surface area of free gingival and connective grafts without changing the
original histological characteristics of these tissues.

The increase in the surface area of free gingival and connective grafts after using the
tissue expansion device suggests that surgical procedures will be easier on patients and
surgeons. There is a reduction in the amount of tissue harvested from the donor area,

surgical trauma, and presence of intra- and postoperative pain and hemorrhage.
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Figure Legends

Figure 1 - Tissue sample passing through the tissue expansion device.

Figure 2 - Tissue Expansion Device.

Figure 3 - Section of an experimental sample stained with hematoxylin and eosin.
Confocal scanning laser microscope at 40x magnification.

Figure 4 - Positions for measurement of keratin thickness.

Figure 5 — Positions for measurement of epithelium thickness.

Figure 6 - Area of 50 mm?® selected from a histological section of 215.371 mm® for
measuring the area of collagen fibers present in the subepithelial connective tissue.
Figure 7 - Graph comparing the thickness of the keratin layer of both the control and
experimental groups. There was no statistical difference between groups (p>0.05).
Figure 8 - Graph comparing the thickness of the epithelium of both the control and
experimental groups. Results were very similar for both groups. There was no statistical
difference between groups (p>0.05).

Figure 9 - Graph comparing the area of connective tissue of both the control and
experimental groups. Results were similar for both groups, that is, with and without the
use of the tissue expansion device. There was no statistical difference between groups
(p>0.05).

Figure 10: Experimental sample stained with hematoxylin and eosin. Image captured with a

confocal laser scanning microscope. Partial detachment of the keratin layer (blue arrow) and
irregular shape of the cells in the germinative layer (yellow arrow) observed after the use of the

tissue expansion device.
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