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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o processo de regeneragio dssea em
coelthos através do uso de biopolimeros e fosfatos de calcio em dois experimentos
distintos. Foram utilizados coelhos adultos, de ambos os sexos da raga Nova Zelandia.
Os animais foram divididos ao acaso em momentos de acordo com a experimentagio.
Foram realizadas perfura¢des em ambas as tibias, e introduzidos os implantes de acordo
com cada experimento e comparados com grupo controle. Foi realizada avahagao
tomografica para comparar o processo de cicatrizagdo Ossea através da radiodensidade
das lesdes no tecido 0sseo. Na avaliagdo histologica descritiva comparativa, constatou-
se que todos os tratamentos, em todos 0s momentos, estimularam reagdes mais
acentuadas e aceleraram o reparo dsseo. Na analise morfométrica, todos os tratamentos
induziram formagcio dssea significativamente maior que o grupo controle (p<0,05) € na
avaliagio de microscopia eletrénica de varredura, o grupo tratado apresentou maior
neoformacio 6sseo que o grupo controle. Conclui-se que os biomateriais utilizados nos
experimentos desta tese induzem neoformacio 6ssea maior que o grupo controle.
Palavras chave Biomateriais, biopolimeros, fosfatos de calcio, implantes, cirurgia

experimental.




ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the process of bone regeneration in rabbits
by the use biopolymers and calcium phosphate in two separate experiments. Adult
rabbits of both sexes, of New Zealand race. Animals were randomly divided according
to experimental moments. Were made perforations both tibias and were introduced
implants according to each experiment and compared with the control group. Computed
tomography evaluation was conducted to compare the healing process through the
radiodensity of bone lesions in bone tissue. The histological comparative descriptive, it
was found that all treatments, at all times, stimulated reactions more pronounced and
accelerated bone repair. In the morphometric analysis, all treatments induced bone
formation significantly higher than the control group (p<0.05) and in the evaluation of
scanning electron microscopy, the treated group showed greater bone neoformation than
the control group. It is conclude that biomaterials used in the experiments of this thesis

induce bone formation greater than the control group.

Keywords: biomaterials, biopolymers, calcium phosphates, implants, experimental

surgery.
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INTRODUCAO

A associagdo de areas médicas com areas tecnologicas vem ganhando cada vez
mais respaldo e importancia no meio cientifico, visando proporcionar terapias cada vez
mais inovadoras e capazes de tratar de forma mais eficaz os pacientes, diminuindo
assim problemas inerentes as lesdes especificas de tecidos e orgfos, sendo essa
multidisciplinaridade uma grande alternativa nos meios médicos. Nesse contexto, uma
grande area foi desenvolvida pela jungdo da medicina com a engenharia de matenais,
sendo essa associagdo chamada de engenharia de tecidos. O proposito da engenharia de
tecidos € desenvolver materiais compativeis com o meio orginico, podendo substituir
ou agir como adjuvante no tratamento de lesdes de varios tecidos e orgaos, inclusive o
tecido Osseo (KHAN & PEH, 2003; ROHANIZADEH et al., 2008; CAMARGO et al,
2009).

Entre os biomateriais desenvolvidos e utilizados de forma satisfatoria para a
regenera¢do do tecido 0sseo, podemos citar os biopolimeros e os fosfatos de calcio
(AZEVEDO et al,, 2013). Entre os varios biopolimeros que vém sendo estudados com
énfase na comunidade cientifica, 0s que vém merecendo destaque sdo a quitosana e a
gelatina (UENO et al., 2001; KHAN et al., 2012), que se apresentam como materiais
biocompativeis e biotoleraveis (FROHBERGH et al, 2012; HAFEZI et al, 2012).
Atuam com carreadores e aceleram o processo de osteogénese por varios fatores de
estimulagdo celular, principalmente a osteoindugdo de células mesenquimais
indiferenciadas contidas no tecido 6sseo em osteoblastos, acelerando dessa forma a
osteogénese (ROHANIZADEH et al., 2008; AZEVEDO et al., 2013).

Os fosfatos de calcio que merecem destaque na engenharia de tecidos, que sdo
bem conhecidos e aplicados na cirurgia 0ssea, podemos respaldar a hidroxiapatita e o -

trifosfato de calcio, que atuam como substrato para células do tecido 6sseo produzirem
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osteOide em maior quantidade e assim acelerar a reparagio desse tecido (AZEVEDO et
al, 2012). Dessa forma sio caracterizados apenas como materiais osteocondutores, que
estimulam o crescimento de vasos sanguineos no local implantado, sendo absorvido e
substituido gradativamente por tecido ésseo do proprio paciente, sendo esse processo
chamado de osteotransdugao (COSTA et al., 2013). Esse processo depende da relagao
estequiométrica de calcio e fosforo que compde o biomaterial (GUSTALDI e
APARECIDA, 2010). Também se apresentam biocompativeis e atéxicos (LEGEROS,
2002). Como as caracteristicas fisico-quimicas dos fosfatos de céalcio sio bem
semelhantes a fase mineral do tecido dsseo, estes ndo induzem reacgio de rejeigdo, sendo
assim alternativa viavel para repor segmentos 6sseos perdidos em traumas e podem ser
utilizados em varias situagGes em que se deseje uma cicatriza¢do 6ssea mais rapida
(GUSTALDI e APARECIDA, 2010).

O objetivo da presente tese foi estudar o processo de regenera¢do Ossea com a
utilizagio de diferentes biomateriais, por meio de uma revisio de literatura acerca do
tema e da experimentagio cientifica, em coelhos, para avaliar a aplicabilidade de

biopolimeros e ceramicas de fosfatos de calcio no processo de osteogénese.
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CAPITULO I

Quitosana, gelatina, hidroxiapatita e B-trifosfato de cdlcio, usados no processo de

regeneracio ossea: artigo de revisiao
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Quitosana, gelatina, hidroxiapatita e B-trifosfato de cilcio, usados no processo de regeneracio

Ossea: artigo de revisio

Chitosan, gelatin, hydroxyapatite and B- calcium triphosphate, used in the process of bone

regeneration: review article

Adilio Santos de AZEVEDO' Marcelo Jorge Cavalcanti de SA” Pedro Isidro da NOBREGA NETO?

RESUMO

O objetivo da presente revisio ¢ compilar informagdes acerca do uso de biopolimeros e fosfatos de calcio
no processo dc regeneragdio 6ssea. Dentre os biopolimcros gue merecem destaque pode-se citar a
quitosana pelo seu potencial osteoindutor ¢ a gelatina, mais recentementc estudada no proccsso d¢
reparagio ossca, servindo com carreador. Os fosfatos de calcio mais estudados e que merecem posicao de
destaque sfio a hidroxiapatita ¢ o p-trifosfato de calcio. Sabe-se que ambos aprescntam capacidade de
osteocondugdo e servem de substrato para acclerar a cicatriza¢io de defeitos dsseos. Esscs biomateriais
sd0 alternativa vidvel no processo de osteogénese, promovendo regeneraciio dssea mais acelerada para os

pacienies.

Palavras chave: Biomateriais, biopolimeros, fosfatos de calcio.

' Discente de doutorado do programa de pos-graduagio em Medicina Veterinaria da Unidade Académica
de Medicina Veterinaria (UAMV), Centro de Satde e Tecnologia Rural (CSTR), Universidade Federal de
Campina Grandc (UFCG), Av. Universitana s/n. Bairro Santa Cecilia, 58700-970, Patos, PB, Brasil. E-
mail: adilio_vet(@yahoo.com br. *Autor para correspondéncia.

*Professor Doutor do curso de Medicina Veterindria da UAMYV, CSTR, UFCG, campus Patos-PB. E-mail:
mjcdesaigdgmail.com; pedroisidro@ymail com.
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INTRODUCAO

A utilizaglo de biomateriais em areas médicas vem ganhando cada vez mais espaco ¢ destaque, uma
vez que possibilitam aos pacientes a cura mais rapida das possiveis lestes que acometem tecidos ¢ érgios,
podendo esses materiais, serem a melhor opgio no tratamento destas lesdes. Essa interdisciplinandade
entrc areas lecnoldgicas ¢ medicina é chamada dec engenharia de tecidos, que tem por objetivo
desenvolver terapias cada vez mais eficazes para a promogio da saude dos pacientes. Vdrios sdo os
biomateriais utilizados com o intuito de reparar uma determinada lesio e até mesmo acelcrar o processo
de regeneracio tecidual. Dentre os biomateriais mais estudados c utilizados em meios organicos. podein-
se citar os biopolimeros ¢ os fosfatos de calcio. Nas itimas décadas, essas duas classes de biomateriais
vém sendo muito utilizadas ¢ cstudadas no processo de osteogénese, uma vez que 0§ experimentos

indicam que estes atuam acelerando a cicatrizagio de lesdes do tecido éssco " >>,

A disponibilidade de biopolimeros e fosfatos de cilcio no mercado para uso cm procedimentos
cinirgicos reparadores do tecido dsseo, seja na Medicina, na Medicina Veterindria ou Odontologia é de
grande importinciza, pois além de prontos para uso, nio induzem reagio de rejeigdo, nfio levam risco a
transmissio de doengas e sio ilimitados, diferentemente dos enxertos osseos que aléin da limitagdo de
todos os fatores citados. aumcntam ¢ tempo ¢ risco cirirgico para a sua obtengio ¢ podem predispor 0s

pacientes a riscos de morbidade no local da coleta do enxerto **°.

Pelas investigacdes ¢ estudos acerca da utilizagfio dos biomateriais na regencragio do tecido 6sseo €
a comprovagio quanto 4 cicatrizagio das lesdes neste tecido. o objetivo da presente revisdo é compilar
dados a respeito do mecanismo de agdo da quitosana, gelatina, hidroxiapatita ¢ p-trifosfato de célcio, ¢

mostrar a aplicabilidade desses biomateriais ¢ suas capacidades de promover o processo dc osteogénese.
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REVISAO DE LITERATURA

BIOPOLIMEROS
Quitosana

Entr¢ 0 grupo de biopolimeros muito estudados ¢ que merccem destaque pela grande capacidade em
estinular ¢ acelerar a cicatrizagfio de varios tecidos pode-se citar a quitosana, que ¢ obtida a partir do
processo da desacetilagdo da quitina, que € o segundo biopolimero mais abundante na naturcrza, perdendo
apenas para a celulose, sendo esse biopolimero encontrado abundantemente na naturcza, principalmente

na carapaca dos crustaceos” ”.

A quitosana tcm ampla aplicacio nas areas médicas e muitos ¢studos ja foram realizados ¢ outros
tantos estdo sendo conduzidos para demonstrar a capacidade de promover o reparo de lesdes. incluinde

lestes do tectdo 6ssco, apresentando grande potencial para aplicabilidade na engenharia de tecidos’.

Apresenta formula quimica composta por unidades estruturais de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose
unidas por ligacdes glicosidicas p (1—4). que apds a desacetilagio da quitina apresenta em sua estrutura
unidades D-glicosamina (Figura 1), que compde a matriz extracelular dos tecidos organicos inclusive o
tecido 0ssco'™®. Sua caracteristica policatibnica ¢ a responsavel pela sua ligagio com produtos e
substancias orginicas anidnicas, interagindo por ligagbes cletroestaticas e estimulando as células da
reparagio tecidual a liberarem fatores indutores e citocinas, cstimulando a citodiferenciagio €

promovendo a cicatriza¢io tecidual.

Qutro fato importante cstd relacionado com a natureza da quitosana, que sc liga as
glicosaminoglicanas presentes na matriz extracclular dos tecidos organicos, favorecendo com que haja
incorporacio do biomaterial ao tecido e dessa forma possa ocorrer 4 colonizagio de células ¢ induzir
respostas cicatriciais mais rapidas, cvidenciando sua biocompatibilidade e importincia quanto a

utilizagio como biomaterial ',
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Quuna: R = COCH,
Quitosana: R = H (Gle N ou COCH (GleNAo)

Formas abreviadas da unidade de glicosanmina (Gle N)

OH SNE TPl
{ : : j

)0 , R R :
”()»\A--()”.' Q ________ : i

NH,

Figura 1: Unidades de glicosaminas na estrutura quimica
da quitosana com grau de desacetilagdo acima de 60 %.
Figura utilizada do trabalho de GONSALVES et al
(2011).

Estudos in vitro demonstram a capacidade osteoindutora da quitosana. caracterizando-a como um
material que atua na citodiferenciagdo celular e acelera o processo de ostcogénese. Foi demonstrado in
vitro a capacidade de bioatividade ostcoindutora de compositos a base de quitosana pela capacidade de
proliferagio ostcoblastica’. Também foi demonstrado que a quitosana nio estimula diretamente a
formagdo da matriz extracelular dos tecidos. porém atua estimulando os macréfagos a liberarem fatores

indutores da inflamag3o. acelerando a regeneragio tecidual'’.

Os estudos atuais sugerem que a quitosana em meio organico, inclusive no tecido dssco, atua
estimulando sua ligagdo com os macréfagos, que por sua vez promove a liberagio de fatores indutores
inflamatdrios, tais como fator de crescimento transformador (TGF), fator de necrose tumoral (TNF) ¢
citocinas (principalmentc interleucinas 1. 6 ¢ 8). favorecendo a produgio ¢ deposicio de matriz
extracelular no foco da lesdo onde o biomaterial foi implantado. Essa ligagio é mediada por receptores de
superficie dos macréfagos. que sdo receptores glicoproteicos, os quais interagem com a molécula quimica

da quitosana e ativam os macrofagos, acelerando o processo de cicatrizagdo 6ssea'”'*.

Em um estudo utilizando quitosana em coelhos, foi evidenciado por meio do estudo histoldgico que
havia muita celularidade na interface osso/implante. principalmente osteoblastos ativos. osteoclastos ¢

células mesenquimais cm diferenciagdo. tanto aos 30 como aos 60 dias pos-implantc. Também se
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constatou por meio da analise morfométrica das liminas, na interface osso/implanic que continha
quitosana, houve uin aumento significativo de osso neoformado. tendo esse biomaterial acelerado o
processo de ostcogénese’. Em outro cstudo foi concluido que a quitosana atua acelcrando a reparagio
0ssea em coelhos em avaliagbes que duraram 24 semanas'®. Em estudo sobre neoformagio dssea
utilizando composito a base de hidroxiapatita e quitosana associado a células-tronco, em ratos, ficou
evidenciado que além de promover a proliferagiio celular dssea, essa associagiio induziu também aumento
significativo na quantidade de tecido dsseo ncoformado'®. Em cies, foi observado experimentalmente que
a utilizacio de quitosana induziu e potencializou a neoformacdo 6ssea nos tecidos 0sseos periodontais.
Entdo além de poder ser utilizada isoladamente no tecido dsseo lesionado, a quitosana podc compor

biocompdsitos para acelerar o processo de osteogénese'”.
Gelatina

A gelatina é um biopolimero oriundo de proteinas colagenosas. sendo estas compostas
principalmente por prolina, hidroxiprolina ¢ glicina, ¢ que estdo contidas em quase todos 05 iecidos e
orgaos, inclusive no o0sso. Vem sendo cstudada e usada ha algumas décadas em vanas areas, tais como
alimenticia. farmacéutica, cosmética ¢ mais recentemente vem sendo alvo de estudo na engenharia de

tecidos, associada a outros biomateriais. com o intuito de favoreccr o processo de cicatrizagio 6ssea '® 17,

18

Apresenta-se como material biocompativel, biodegradavel ¢ atdxico, atvando como suporie para a
agregacio ¢ crescimento celular e na liberagdo conmtrolada de substincias'®. Atua favorecendo a
proliferacio de fibroblastos, os quais produzem coligeno, acelerando o processo de cicatrizagio das
feridas™. Sua estrutura quimica ¢ anidnica. favorccendo a atragio de fons célcios e fosfatos para ligagio
molecular. tendo sido observada a biomineralizagio da gelatina™ . apresentando-se um material bioativo,

por sua completa calcificacdo do filme empregado.

Virios sdo os biomateriais associados i gelatina com o objetivo de melhorar suas propricdades

22,23

fisico-quimicas ¢ auxiliar no processo de resisténcia ¢ absorgio do compésito™=“. Entre os biomateriais

que sdo associados a gelatina, podem-se citar os fosfatos de calcio e outros biopolimeros™**%.

Em um estudo in vitro, foi desenvolvido um composito a base de gelatina, quitosana ¢ fosfatos de

célcio. Os autores concluiram que o bioconposito empregado apresentava resisténcia mecanica ¢
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densidade adequada, era atéxico e biocompativel, ¢ recomendaram o uso na engenharia de tecidos para

promover a regeneragio do tecido 6sseo™.

Noutro estude. observou-se que a gelatina € um 6timo meio de liberagio controlada de fator de
crescimento € que seu uso no compdsito empregado favoreceu a proliferagio fibroblastica. acelerando o
processo de cicatrizagio tecidual®. Ja no estudo utilizando compdsito formado por gelatina ¢
hidroxiapatita, observou-sc ligagdo ¢ proliferagdo ostcoblastica de forma sausfatéria. apresentando grande
potencial como material a ser usado para reparacio 6ssea’’. Pesquisas observaram que a gelatina
favarece a ligagfo de ions célcio presente na hidroxiapatita, sendo esse biocompodsito uma alternativa

eficaz para promover a osteogénese em lesdes dsseas™ .
FOSFATOS DE CALCIO
Hidroxiapatita ¢ B-Trifosfato de Calcio

Os fosfatos de calcio mais estudados e utilizados para reparagio 0ssea tanto na medicina humana
quanto na medicina velerindria e odontologia. ¢ que merecermn destaque por suas capacidades de
interagirem com o tecido 6sseo sio a hidroxiapatita (HA) e o B-trifosfato de cilcio (T CP)'*. Apresentam
formulagdo quimica Ca, (PO4)s(OH); ¢ Cas(POs), respectivamente. A relagio molar calcio/fosforo (Ca/P)
da HA ¢ de 1.67 ¢ do TCP ¢ dc 1.5, sendo ¢ssa proporgio importante no requisito de solubilidade ¢
densidade dos materiais, pois quanto menor ¢la for maior serd a solubilidade e menor serd a densidade da
biocerdmica, sendo o contrario verdadeiro, alierando dessa forma a capacidade de absorgio desses
biomateriais’. Outra caracteristica importante ¢ a porosidade do biomaterial, pois quanto maior a
porosidade, mcnos denso e mais rapidamente absorvivel € o material, A porosidade ¢ importante também
para o processo de ostcocondugio. uma vez que entre 0s poros crescem tecidos orglnicos como vasos
sanguineos. além de promover adesdo cclular e propiciar um entrelacamento com o tecido do paciente,
para que a biocerAmica possa ser absorvida ¢ o ostedide scja depositado em seu lugar, processo esse

conhecido como ostcotransdugio®™ .

A HA com razio molar Ca/P 1,67 é a cerdmica de fosfato de calcio mais estudada nas dreas médicas
como substituto dsseo, porém sua biodcgradagio ¢ lema, apresentando dessa forma uso clinico limitado.
Estudos indicam que sua reabsorgio é gradativa € comega quatro ou cinco anos apos implantacio. Ja o

TCP com razio molar Ca/P 1.5 aprescnta biodegradagio mais rapida que a HA ¢ vem sendo alvo de
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307 muitos estudos. em que estes apontam que sua reabsor¢do comega entre scis ¢ quinze semanas pos-
308  implantagdo, apresentando velocidade de absor¢do desejdvel, podendo ser uma dtima alternativa como
309  material promotor da osteogénese em traumatologia (Figura 2). Mais recentemente vem sendo estudado a

310 mistura da HA com o TCP conhecido como ceramicas bifasicas, reduzindo dessa forma o tempo de

3

311  biodegradagdo. Sio considerados biocompativeis ¢ bioativos*’’. Essas caracteristicas devem-se a
312  semclhanga da formulagio fisico-quimica destes fosfatos de calcio com a parte inorganica do osso, ji que
313 0s mesmos sdo compostos quase que exclusivamente de calcio e fosforo®. Dessa forma esse tipo de
314  implante serve como substrato. disponibilizando ions calcio e fosforo para que os osteoblastos produzam
315 matriz dssca pela absorg¢do osteoclastica, ¢ assim possa acelerar o processo de osteogénese pela sua

316  capacidade de osteocondugio®™*.

317

318 Figura 2- Utilizagdo clinica de fosfato de cdlcio. A — Fratura distal de fémur esquerdo em céo; B -
Reducdo da fratura utilizando placa dssea bloqueada de reconstrugdo; C — Utilizagdo de B-trifosfato de

319 calcio em po no foco da fratura. Fonte pessoal. 2013.

320 Os estudos in vitro nostram que o processo de absorgdio dos fosfatos de cilcio ¢ mediado

321  prnncipalmente pelos osteoclastos. os quais promovem um microambiente acidificado. que dessa forma
322  promove a absor¢do do biomatcrial. Esse processo foi observado em um estudo in vitro que a absor¢io
323  das ceramicas de fosfatos de calcio era realizada pelos osteoclastos cultivados. onde o microambicnte
324  apresentava um pH mais 4cido que o pH fisiologico. favorecendo assim o processo de absorgio® . Outro
325  estudo in vitro mostrou a absor¢do dc HA e¢ TCP pelos osteoclastos e mineralizagdo por partc dos
326  ostcoblastos. tendo sido também utilizado modelo animal in vivo no qual foi evidenciado osteointegragio
327  dos implantes ao tecido 0sseo das cobaias. com osteoblastos ativos ¢ lacunas o6sseas. evidenciando a
328  presenga da absorgdo osteoclastica®™, comprovando assim a biocompatibilidade desses fosfatos de calcio

329  em contato com meio bioldgico.
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Em estudos utilizando hidroxiapatita, evidenciou-se excelente biocompatibilidade do implante e
aceleragio do processo de regeneragdo do tecido 6sseo em relagdo ao grupo controle'. Em outro estudo
utilizando varios fosfatos de cdlcio. ficou evidenciado que a hidroxiapatita associada ao trifosfato de
cdlcio estimula um processo de neoformagdo dsseo em maior quantidade que outros tratamentos aos 30
dias de observagdo’>. Em um estudo para reparar defeitos periodontais em cies utilizando na composigdo
do composito fosfato de cilcio bifasico, ficou evidenciado que houve a regencragdo do defeito com
completa reabilitagio dos pacientes®. Em estudo utilizando histologia e microscopia eletronica de
transmissdo, varios fosfatos de cdlcio em defeitos na area cortical de ossos longos em caprinos foram
avaliados, tendo os estudiosos concluido que os implantes eram biocompativeis, que a biodegradagdo cra
através de absorgdo osteoclastica ¢ que o tipo dc¢ cicatrizagdo cra rcalizada pela deposi¢do de lamelas

dsseas, caracterizando assim cicatrizago intramembranosa®’.
CONCLUSAO

Conclui-se que tanto os biopolimeros quantos os fosfatos de cilcio revisados aqui apresentam
capacidade de promover ¢ acelerar o processo de osteogénese, sem apresentarem efeitos de toxicidade em
meio organico, sendo alternativa viavel para maximizar a reparagio de lesdes do tecido dsseo. Outro fato
importante ¢ a alternativa de se associar os biomateriais sejam de uma mesma classe ou de classes

diferentes para acelerar o processo de cicatrizagdo dssea.
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ABSTRACT

The objective of this review is to compile information about the use of biopolymers and calcium
phosphates in the process of bone regeneration. Among the biopolymers that are worth mentioning we
can cite the osteoinductive potential by chitosan and gelatin more recently studied in bone repair process.
serving with carrier. Calcium phosphates most studied and deserve a prominent position are
hydroxyapatite and B-calcium triphosphate. It is known that both have the ability to serve as
osteoconductive substrate and to accelerate the healing of bone defects. These biomaterials are viable in

the process of ostcogenesis, promoting bone regeneration faster to patients.

Keywords: biomaterials, biopolymers, calcium phosphate.
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Utilizacdo de quitosana e B-trifosfato de cilcio, isolados e associados, no reparo

o6sseo em coelhos

Use of chitosan and p-tricalcium phosphate, singly and in combination, on bone

healing in rabbits

A. 8. Azevedo * M. J. C. 84 - M. V. L. Fook + P. L Nobrega Neto « 0. B. Sousa * 8. 8. Azevedo + M.

W. Teixeira * F. S. Costa + A. L. Araijo
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Bairro Santa Cecilia, 58700-970, Patos, PB, Brazil. E-mail: adilio_vet@yahoo.com.br
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Brazil.

W. Teixeira * F. 8. Costa - Departamento de Medicina Veterinana (DMV), Universidade Federal Rural
do Pernambuco (UFRPE), Recife, PE, Brazil,

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o processo de regeneragdo Ossea em
coelhos através da utilizagdo de quitosana e B-trifosfato de calcio, 1solados e associados.
Foram utilizados 12 coelhos adultos, de ambos os sexos, da raga Nova Zelandia ¢
pesando em média 3,0£0,57 kg. Os animais foram divididos ao acaso de acordo com
dois momentos experimentais, sendo que seis animais foram eutanasiados 45 dias apos
a cirurgia e seis 90 dias apds a cirurgia. Foram realizadas duas osteotomias em cada
tibia. As osteotomias da tibia esquerda compuseram os grupos controle e quitosana, ¢ as
da tibia direita os grupos P-trifosfato de calcio isolado e associado a quitosana. Na
avaliacio tomografica ndo houve diferenga estatistica, porém a radiopacidade mostrou-

se maior nos grupos tratados. Na avaliagdo histologica descritiva comparativa,
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constatou-se que todos os tratamentos, em ambos os momentos estudados e sem
diferengas entre si, estimularam reacdes mats acentuadas e aceleraram o reparo 6sseo.
Na anilise morfométrica, todos os tratamentos induziram formacio Ossea

significativamente maior que o grupo controle (p < 0,05).

Palavras-chave: biomateriais, fosfatos de calcio, biopolimeros, cicatrizagio Ossea,

osteogénese.

ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the process of bone regeneration in rabbits
by the use of chitosan and B-tricalcium phosphate, independently and in combination.
Twelve male and female rabbits, New Zealand breed, with and average weight of
3.0£0.57kg were used. Ammals were randomly divided according with two
experimental moments, being six animals euthanized 45 days after surgery, and six
euthanized 90 days after surgery. We performed two osteotomies in each tibia. The left
tibia was composed by chitosan and the control group, and the right tibia contained
groups [-tricalcium phosphate isolated and associated with chitosan. At the
tomographic evaluation showed no statistical difference, however radiopacity was
higher in treated groups. At the comparative descriptive histological evaluation, it was
found that the treatment in both periods studied, stimulated reactions more pronounced
and accelerated bone repair. In morphometric analysis, treatments differed from the

control, was observed hgher bone formation (p <0,05).

Key-words: biomaterials, calcium phosphate, biopolymers, bone healing, osteogenesis.
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1. INTRODUCAQ

O uso de biomateriais na rotina cirdrgica ortopédica vem sendo cada vez mais
constante e possibilitando uma 6tima alternativa em varios casos em que se requeira um
adjuvante no processo de reparagio dssea.

Dentre os biomateriais, os fosfatos de calcio sdo amplamente estudados e
utilizados em cirurgias dsseas e odontologicas [1,2], sendo o B-trifosfato de calcio um
osteocondutor com excelentes propriedades de biodegradagio, caracterizado por uma
rapida absorcdo e substituicdo por matriz Ossea {3,4].

Mais recentemente 0s biopolimeros vém sendo alvo de muitas investiga¢des,
com destaque para a quitosana, que estimula a indugfo dssea, favorecendo a reparagdo
mais rapida [5], pela sua capacidade de estimular receptores da superficie dos
macrofagos, promovendo assim liberagdo de fatores de crescimento, maximizando o
processo de osteogénese [6,7,8].

Inumeras associagdes de biomateriais vém sendo estudadas com intuito de
acelerar e maximizar a regenera¢io do tecido ésseo [9], sendo a associagio da quitosana
e B-trifosfato de célcio uma alternativa nos processos reparativos do tecido 6sseo, ja que
essa mistura possibilita o estimulo da indugdo oOssea causado pela quitosana, como
também a osteocondugdo, que € a disposi¢io de substrato de minerais, estimulada pelo
B-trifosfato de calcio, favorecendo dessa forma a incrementagio da formagio de matriz
Ossea pelos ostecblastos, em que alguns estudos apontam para o potencial na associagdo
de um biopolimero com cerdmicas de fosfatos de calcio para reparar o tecido Osseo
[5,10].

O objetivo do presente trabatho foi avaliar o processo de regeneragdo Ossea,
estimulada pelo uso de quitosana e B-trifosfato de calcio, isolados e associados, nos

defeitos produzidos na tibia de coelhos.
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2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo experimental foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Campina Grande, segundo o protocolo de

aprovagdo n® 10/2012.

2.1. Animais

Neste experimento utilizou-se 12 coethos da raca Nova Zelindia, aduitos, sendo 5
fémeas e 7 machos, higidos, pesando 3,0+£0,57 (médiatdesvio padrio) kg, provenientes
de um criatério. Foram constituidos dois momentos experimentais, com seis animais em
cada momento, de acordo com o periodo de eutanasia (45 ou 90 dias apds o
procedimento cirirgico). Os animais foram alocados em gaiolas individuais,
vermifugados com albendazol 5% (Ibazole 5% - IBASA) na dose de 20 mg/kg por via
oral e passaram por um periodo de adaptacdo de sete dias antes do inicio do
experimento, recebendo ragido comercial para coelhos, 30 gramas da ragio duas vezes
ao dia e agua potavel ad libitum, que foram fornecidos também durante todo o

experimento.

2.2, Sintese e caracterizagdo dos implantes

Os implantes utilizados neste estudo foram fomecidos pelo Grupo de
Biomateriais, Departamento de Engenharia de Matenais da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG). Para a preparagio dos implantes na forma de esponja, foi
utilizada quitosana (Sigma- Aldrich, 448 877, peso molecular = 190x103 g/mol -
310x103 g/mol , grau de desacetilagio = 75% - 85%) , acido acético glacial (Vetec) e

genipina (Sigma- Aldrich , 6902778, peso molecular = 226,23 g/mol, pureza > 98%
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HPLC). Para processamento de andaimes foi utilizado etanol absoluto 99.5° GL
(Nuclear), alcool hidratado 70 ° INPM (TUPI) ¢ hidroxido de sodio (Vetec).

Para a sintese e caracterizacio de P-fosfato tricalcio, foi utilizado o métodq de
precipitagdo envolvendo uma reagfo de neutralizagiio entre a solugio de acido fosforico
(H3PO4) e hidroxido de calcio {Ca(OH);]. As quantidades estequiométricas das
solu¢des foram determinadas de acordo com o valor da razdo atémica entre o calcio e os
atomos de fosforo a partir de fosfato de calcio. O p6 de Ca(OH),, foi adicionada a agua
desionizada e agitada vigorosamente e aquecida sob temperatura de 80° C. A esta
solugdo foi lentamente adicionado H3;PQ,, sob agitacio constante. Apos a mistura
completa dos dois reagentes, a temperatura foi elevada para 100° C e a agitagio foi
continuada até que a viscosidade fosse atingida. A pasta cerdmica obtida foi seca a 110°
C durante 24 horas e depois o produto foi desaglomerado, classificado em 200 mesh
para se obter o pé e tratado pelo calor a 20 ° C por minuto ¢ mantida a 1100° C durante

2 horas.

2.3. Procedimento ciriurgico

Apds a tricotomia, realizou-se a medica¢do pré-anestésica com acepromazina
(Acepran 1% - VETNIL), nell dose de 1 mg/kg por via intravenosa (IV) e anestesia com
tiletamina associada ao zolazepam (Zoletil 100 — VIRBAC) na dose de 15 mg/kg TV,
Foi realizada também anestesia epidural com lidocaina 2% (Anestésico Bravet —
BRAVET) na dose de 0,22 mL/Kg, associado ao tramadol (Tramal- PFIZER) na dose
de 1 mg/Kg. Apoés antissepsia da area operatoria com solugio de clorexidine a 0,5%
(Riohex 0,5% - RIOQUTMICA), fez-se uma incisfio cutdnea ao longo da margem
medial da crista da tibia e divulsio do tecido subcutineo e muscular. Foi feita ressecgdo

longitudinal do peridsteo e dois orificios foram construidos, um na metafise proximal e
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outro na distal, com broca cinirgica de 3,0 mm de didmetro para colocacdo dos
implantes em ambas as tibias. Os tratamentos foram distribuidos da seguinte forma: no
grupo controle (C), ndo foi introduzido nenhum implante ¢ a osteotomia foi realizada na
porgdo proximal da metafise tibial esquerda, e o grupo quitosana (QUT) com 85% de
desacetilacio na porgio distal do mesmo membro. Na porgiio proximal da metéfise
proximal da tibia direita foi introduzido o p6 de B-fosfato tricalcico (TCP), proporgdo de
Ca/P de 1,5 e na porgao distal da metafise tibial, foi introduzido p-fosfato tricalcico com
quitosana (QUT + TCP). Todos os implantes foram autoclavados antes do uso. A sintese
dos tecidos fol realizada plano por plana até o fechamento total da ferida cirurgica. Este

procedimento foi realizado em ambos os membros.

2.4 Pos-operatério

No pos-operatorio os animais receberam enrofloxacina (Biofloxacin 2,5% -
BIOVET) na dose de 10 mg/kg por via intramuscular (IM), uma vez ao dia durante 5
dias e meloxicam (Maxicam 0,2% - QURO FINO) na dose de 0,2 mg/kg, IM, no
primeiro dia € 0,1 mg/kg nos dois dias subsequentes. A higienizacio da ferida cirargica
foi realizada com solugio fisiologica e Kuraderm prata (Kuraderm Prata — AVIPEC)
durante os 10 primeiros dias do poés-operatério, tendo os pontos cutdneos sido

removidos apos esse periodo.

2.5 Exame de tomografia computadorizada

Apos o término do periodo de observagio destinado a cada momento experimental,
os animais foram anestesiados com propofol 1% (propofol 10mg/mL — CRISTALIA) e

em seguida eutanasiados com administra¢io de cloreto de potassio 19,1% (solugdo de
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cloreto de potassio 19,1% - ISOFARMA), os quais tiveram parada cardiorrespiratdnia.
Apos a eutandsia, as tibias foram colhidas e encaminhadas para realizagido tomografia
computadonizada com o aparelho helicoidal GE Hi-Speed FXI e protocolo com 120
kVp e auto mA na velocidade de uma rotagio por segundo. A aquisi¢io das imagens
foram obtidas em cortes transversais de 1 mm de espessura com filtro para partes
Osseas. Apods o exame tomografico e digitalizacio das imagens, foi calculado o valor de
atenuagdio em HU (Unidades Hounsfield) do osso a partir da média de trés das regides
de interesse a serem avahiadas. Cada ROI teve sua area previamente padronizada para

melhor uniformidade dos resultados. O software para analises tomograficas foi o E-film.

2.6. Histologia da interface osso/implante

Ap6s a analise tomografica foram colhidos os fragmentos do tecido Osseo que
continham os implantes, para a avaliagdo microscépica. Os fragmentos 6sseos foram
submetidos a fixa¢iio com formalina tamponada a 10% durante 10 dias. Logo apoés o
material foi lavado em 4gua corrente e descalcificado em mistura de partes iguais de
solugio de acido formico 5% + acido cloridrico 5%, durante 14 dias. Os fragmentos
foram incluidos em parafina liquida e posteriormente os blocos foram cortados em fatias
transversais de 5 um de espessura ¢ montados em dminas histolégicas. De cada bloco
foram obtidas quatro ldminas, sendo estas submetidas a técnica de hematoxilina-eosina
para visualizagio histologica, avaliando-se na interface osso-implante os graus de
reacio endosteal e periosteal, a proliferagio ¢ diferencia¢io celular no tecido cicatricial
¢ a cicatrizacio ossea da lesfo. Nessa analise, foi realizada a avaliagdo descritiva

qualitativa e a comparacio entre 0s momentos e grupos.
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2.7 Morfometria da interface osso/implante

A neoformacio 6ssea induzida pelos tratamentos foi quantificada através da analise
morfométrica das laminas, através do programa Image Pro Plus, versdo 6.2®. Para essa
analise, foram realizadas capturas e digitalizagdo das imagens que compreenderam a
interface osso/implante. Foram obtidas imagens sequenciadas de cada 1amina analisada
para quantificar em pum? e transformar em mm? todo o tecido ésseo neoformado em

cada interface osso/implante, obtendo-se a média dos valores para cada grupo estudado.

2.8 Avahacio estatistica

A comparacio da cicatrizagio Ossea induzida pelos tratamentos foi realizada por
momento experimental e entre os grupos. Inicialmente foi realizado o teste de
normalidade de Anderson-Darling para a verificagao da distribuicio dos dados. Para
variaveis com distribuigdo normal, os grupos foram comparados pela anilise de
varidncia (ANOVA) de um critério de classificagdo, com comparagdes multiplas pelo
teste de Tukey. Para variaveis com distribuigdo ndo normal, a comparagio foi realizada
pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, com compara¢des miltiplas pelo teste de
Nemenyi [11]. O nivel de significincia adotado foi de 5% e as analises foram feitas com

o programa estatistico MINITAB versao 14.0.

3. RESULTADOS

3.1. Avaliagdo de tomografia computadorizada

Na avaliagdio tomografica, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre o0s

tratamentos nem entre os momentos, porém pdde-se notar, de acordo com a Fig. 1, que
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as médias de radiopacidade obtidas em HU dos grupos TCP+QUIL QUI e TCP foram

maiores nos momentos experimentais estudados em retagfio ao grupo C.

3.2. Avaliagdo histologica descritiva das 1dminas

Na avaliagio histoldgica descritiva, pode-se observar aos 45 dias, na interface
osso/implante, que os grupos QUI, TCP e TCP+QUI apresentaram maior rea¢io celular
do tipo granuloma que o grupo C. Também foi observado no centro dos granulomas,
nos mesmos grupos, maior neovascularizagio e presenca do biomaterial envolvido por
células com neoformacgio Ossea, sendo essa reagdo mais intensa no grupo QUIHTCP e
QUI (Fig.2). Pode-se notar maior quantidade de tecido 6sseo neoformado na interface
osso/implante no grupo QUI e QUI+TCP em relagio aos demais grupos, sendo as
reagbes do grupo TCP maiores que a do grupo C.

Na avaliagdo histologica aos 90 dias, na interface osso/implante dos grupos QUIL e
TCP+QUI, evidenciou-se maior reagdo celular com presen¢a de granuloma que os
demais grupos. Notou-se também intensa neovascularizagio nos grupos com menor
grau no grupo C. Observou-se que os biomateriais ainda estavam presentes e envolvidos
por células. Todos os grupos apresentavam cicatrizagio Ossea avangada, porém nos

grupos QUI e QUIATCP essa reagio era mais intensa que os demais (Fig. 3).

3.3. Avaliagdo morfométrica do tecido dsseo neoformado

Na avaliagdo morfométrica das 1dminas, pode-se observar diferenca estatistica
(p<0,05) entre os grupos C e QUI aos 45 dias. Ja aos 90 dias houve diferenca estatistica

(p<0,05) entre o grupo C e QUI, QUI+TCP e TCP como mostrado na Fig. 4.
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4. DISCUSSAO

A avaliago tomografica do tecido 6sseo é uma modalidade de investigacio bem
aplicavel e confiavel para medigdo da densidade 6ssea [12]. No presente estudo, apesar
de ndo se ter notado diferenca estatistica, possivelmente ocorrida pelo nimero limitado
de animais empregados neste estudo, houve uma tendéncia de maior radiopacidade dos
demais grupos em relagdo ao grupo C. Esse fato pode ser explicado pela caracteristica
da quitosana que é um material osteoindutor, que estimula a liberagdo de fatores de
crescimento, diferenciagdo e agregacio celular no leito da leso, favorecendo e
acelerando o processo de regeneracio do tecido o6sseo [13], associada as caracteristicas
do trifosfato de calcio, que é um material osteocondutor, que atua como substrato,
disponibilizando minerais, favorecendo assim a mineraliza¢io da matriz extracelular,
estimulando a osteogénese [14]. Caracteristicas estas encontradas no presente
experimento, com processo de mineralizagio avangado dos tratamentos em relagio ao
controle,

Na avalia¢do histologica descritiva, tanto aos 45 quanto aos 90 dias os grupos QUI,
QUIFTCP e TCP estimularam rea¢cSes mais intensas e evidentes em comparagdo ao
grupo C. Essa caracteristica de reagdes mais amplas ¢ maiores com o uso dos
tratamentos nesse estudo € explicado pela caracteristica da quitosana que € um
biopolimero osteoindutor, que estimula a liberagdo de fatores de crescimento e
diferenciagio celular, incrementando € maximizando o processo de osteogénese [7,15],
em conjunto com o TCP que é um fosfato de cilcio osteocondutor, que atua na
mineralizagio da matriz dssea, favorecendo assim uma cicatrizagfio mais rapida [16,17],
como observado em um estudo utilizando diferentes fosfatos de calcio [9]. Vem sendo
promissora a associagio de biopolimeros com fosfatos de calcio [5], em que essa unido

de materiais atua promovendo a diferenciagio celular ¢ acelerando a deposicio de
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ostedide no defeito osseo, acelerando o processo de osteogénese [17], fato esse
observado em nosso estudo, em que a ampla celularidade e neoformacio dssea ficou
evidente nos tratamentos empregados em comparagio ao controle.

Na avaliagio morfométrica entre 0os momentos e grupos, 0S$ materiais que
continham quitosana e o trifosfato de calcio estimularam neoformagio Gssea maior que
o grupo controle. Esse processo é explicado pela capacidade da quitosana em estimular
a liberagio, no sitio da lesao, das interleucinas 1, 6 ¢ 8 e outros fatores inflamatérios,
pelos macrofagos, que atuam acelerando o processo de reparagio tecidual, estimulando
uma maior osteogénese [6], processo esse observado no presente estudo. Em um estudo
recente ficou evidenciado que a quitosana estimulou neoformacgdo ossea 10 vezes maior
que um fosfato de calcio [18]. Associado 4 quitosana, o trifosfato de calcio € um
material osteocondutor, que disponibiliza ions de calcio e fosforo, para que os
osteoblastos possam assim sintetizar ostedide, incrementando ainda mais o processo de
reparo 6sseo [9]. No presente experimento, podemos observar que a quitosana isolada
ou associada ao trifosfato de calcio favorecem a osteogénese, com maior neoformagao

Ossea nas lesdes Osseas.
5. CONCLUSAO

Conclui-se que a quitosana e o B-trifosfato de calcio empregados nesse estudo
estimulam maior osteogénese em relagdo ao grupo controle, sendo a associagio desses

biomateriais muito promissora no processo de reparagio do tecido 6sseo.
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Figura 1 - Média ¢ desvio padrio da radiodensidade em Hounsficld unidades (HU), da area

osteotomizada que recebeu os tratamentos (C = controle; QUI = Quitosana; QUI + TCP =

quitosana associada ao p-fosfato tricalcio. TCP = p-fosfato tricalcio).
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Figura 2 - Avaliagio histologica descritiva aos 45 dias. A (grupo controle) - circulo vermelho
indicando local osteotomizado preenchido por osso imaturo neoformado. B (grupo QUI) - circulo
vermetho mostrando a implanta¢do da quitosana cercado por reagdo celular intensa ¢ setas escuras
mostrando vasos sanguineos. C (grupo TCP) - circulo vermelho indicando local osteotomizado
preenchido por tecido 6sseo neoformado. D (TCP + grupo QUI) - circulo vermelho indicando local
da osteotomia com reagdo celular intensa ao redor do implante e¢ circulo preto identificando area

osteomizada preenchido por tecido éssco neoformado. Obj. 4x.
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Figura 3 - Avaliagdo histolégica descritiva aos 90 dias. A (grupo C) - circulo vermelho indicando
local osteotomizado preenchido por osso imaturo neoformado, com pouca reagio celular. B (grupo
QUI) - circulo vermelho mostrando a implantagio da quitosana cercado por reagdo celular intensa e
circulo escuro mostrando grande quantidade de osso neoformado. C (grupo TCP) - circulo vermelho
indicando local osteotomizado preenchido por osso necoformado em processo de organizagio. D
(grupo TCP + QUI) - circulo vermelho indica o local da osteotomia preenchido por osso neoformado.

ja em processo de organizagdo, ¢ sctas pretas mostram reagdo celular. Obj. 4x.
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ANEXOS - NORMAS DAS REVISTAS

NORMAS PARA PUBLICAGAO DE ARTIGOS

MEDVEP - Revista Cientifica de Medicina Veterinaria - Pequenos Animais e Animais
de Estimacgdo

1. Objetivo

A MEDVEP - Revista Cientifica de Medicina Veterinaria — Pequenos Animais e Animais de
Estimagao tém sua publicagao trimestral, com trabalhos de pesquisa, casos clinicos e
revisdes de literatura, destinados aos Médicos Veterinarios e profissionais de areas afins,

além de atualizagdes e informagdes diversas.

2. Normas Gerais

2.1

Os trabalhos enviados para publicagdo devem ser inéditos, ndo sendo permitida a sua
apresentacdo simultanea em outro periddico. A MEDVEP reservam-se todos os direitos
autorais dos trabalhos publicados, inclusive de tradugdo, permitindo, entretanto, a sua
posterior reprodugdo como transcrigdo e com devida citagdo de fonte, sendo que nenhum
dos autores sera remunerado.

22

A MEDVEP recebera para publicagdo trabalhos redigidos em portugués, sendo os
textos de inteira responsabilidade dos autores. A redagao deve ser clara e precisa,
evitando-se trechos obscuros, incoeréncias e ambigiidades.

23

A MEDVEP reserva-se o direito de submeter todos os trabalhos originais a apreciagao
da Comisséo de Publicagao Cientifica. Os conceitos emitidos nos trabalhos publicados
serdo

de responsabilidade exclusiva dos autores, ndo refletindo obrigatoriamente a opiniao da
Comissao Cientifica e do Conselho Editorial.

24

As datas de recebimento, reformulagao (se houver) e de aceitagdo do trabalho

constaréo, obrigatoriamente, no final do mesmo, quando da sua publicagao.

3. Forma de apresentacgao

Elementos constituintes obrigatérios e ordem de apresentagao:
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3.1

Trabalho de pesquisa: Titulo em portugués, titulo em inglés, nome(s) do(s) autor(es),
titulagdo do(s) autor(es), resumo, palavras-chave, introdugéo, revisao da literatura,
proposi¢ao, material e métodos, resultados e discussao, conclusdes ou consideragdes
finais, abstract, keywords e referéncias.

3.2

Relato de casos clinicos: Titulo em portugués, titulo em inglés, nome(s) do(s)
autor(es), titulagdo do(s) autor(es), resumo, descritores, introdugao e revisdo da
literatura, proposigéo, relato do(s) caso(s) clinico(s), discusséo, conclusées ou
consideragdes finais, abstract, keywords e referéncias.

33

Revisdo da literatura: Titulo em portugués, titulo em inglés, nome(s) do(s) autor(es),
titulagdo do(s) autor(es), resumo, palavras-chave, introdugao e proposi¢ao, revisdo da
literatura, discussao, conclusdo ou consideragdes finais, abstract, keywords e referéncias.
34

Matéria da capa: A pauta e os elementos constituintes obrigatorios ficam a critério do
corpo editorial, dos consultores indicados e do(s) autor(es) responsavel(eis) pela produgao
da matéria.

3.5

Editorial: Opinido comentada do editor, corpo editorial ou autor convidado, em que se
discutem o contetido da revista e possiveis alteragées na missao e/ou forma da
publicagao.

36

Conversando com o leitor: Titulo em portugués, nome(s) e titulagao do(s) autor(es),
comentarios sobre assuntos de relevancia, com citagdo no corpo do texto da(s) fonte(s) da
informagéo apresentada.

3.7

Entrevista: Pergunta: questdes pertinentes sobre um determinado assunto da area
médica, formulada de maneira sucinta. Resposta: restrita a questdo formulada, com
nome(s) do(s) entrevistado(s) e titulagao.

3.8

Langamentos e tecnologia: Noticia de langamento de material ou equipamento de
Medicina Veterinaria; usar o minimo possivel de propaganda nos artigos, reservar um
espago para propaganda.

4. Anuncios publicitarios
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Devem estar em conformidade com as especificagdes contratadas com o setor comercial.
A

revista MEDVEP exime-se de qualquer responsabilidade pelos servigos e/ou produtos
anunciados, cujas condigbes de fornecimento e veiculagdo publicitaria estdo sujeitas ao
Cédigo de Defesa do Consumidor e a0 CONAR (Conselho Nacional de Auto-
regulamentagao

Publicitaria).

5. Comité de Etica

51

Todos os trabalhos que envolvam estudos com seres vivos, deverao estar de acordo
com os Principios Eticos para Uso de Animais de Laboratério, do SBCAL/COBEA, http:/
www.cobea.org.br, e terem sido aprovados pela Comisséo de Etica da Instituigdo. Enviar
copia da aprovacgio do CEP (Comité de Etica em Pesquisa).

OBS.: Trabalhos que nao atendam este item nao serdo publicados.

6. Apresentagao de originais e suporte fisico

Os originais destinados a MEDVEP deverao ser redigidos de acordo com o Estilo
Vancouver.

6.1

Os originais deverao ser redigidos na ortografia oficial e digitados na fonte Arial
tamanho 12 em folhas de papel tamanho A4, com espago duplo e margem de 2cm de
cada

um dos lados, tinta preta, paginas numeradas no canto superior direito, ndo sendo
impostas regras para o tamanho do artigo ou o numero de figuras; porém, se por demais
extenso, o conselho editorial pode pedir para que seja reduzido. Encaminhar também
copia

do trabalho gravada em CD Rom, sempre acompanhada de 1 copia em papel, sem
nenhuma identificagdo dos autores. Em folha a parte deve constar o titulo do trabalho,
nome completo dos autores, suas titulagdes mais importantes, enderego principal para
correspondéncia, telefone e e-mail. (De todos os autores.)

6.2

Os elementos que fazem parte do texto devem ser apresentados como se segue:
Primeira pagina:

a) Titulo e subtitulo (portugués/inglés): deve ser conciso contendo somente as
informagdes necessarias para a identificagdo do conteudo.
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b) Especificagdo: se o trabalho é resumo ou parte de dissertagdo/tese ou monografia
mestrado/doutorado ou especializagao, iniciagao cientifica ou outros.

c)

Nome(s) do(s) autor(es): por extenso na ordem a ser publicada, contendo sua
titulagdo e instituigdo a qual é afiliado(a).

d) Endereco principal para correspondéncia e e-mail: do autor responsavel pelo artigo.

Demais paginas: devem ser estruturadas conforme a categoria do artigo (item 3).

a) Titulo e subtitulo (portugués/inglés).

b) Resumo e Abstract: consiste na apresentagdo concisa e seqiencial, em um unico
paragrafo; deve ter no maximo 250 palavras, ressaltando-se o objetivo, material e
métodos, resultados e conclusdes.

c)

Palavras-chave e Keywords: correspondem as palavras ou expressoes que

identifiquem o conteudo do artigo. Para a determinagao dos descritores, deve-se consultar
a lista de “Descritores em Ciéncias da Saude — DeCS”, elaborada pela BIREME (http://
decs.bvs.br). De 3 a 5 descritores.

d) Introducgdo: deve apresentar com clareza a proposta do estudo tratado na pesquisa. O
objetivo deve ser concisamente apresentado.

e) Revisdo de Literatura: deve ser pertinente, abrangendo os classicos e artigos atuais.

f) Relato do(s) caso(s) clinico(s): com informagdes claras e suficientes para bom
entendimento, ilustrado com fotos. Citar autorizagdo do paciente/responsavel para
divulgagao do caso clinico.

g) Material e métodos: identificar os métodos, equipamentos e procedimentos em detalhes
suficientes para permitir que outros pesquisadores reproduzam os resultados. Métodos
publicados devem ser referenciados, incluindo métodos estatisticos, oferecendo
referéncias

e descrigdes breves que tenham sido publicadas, mas ainda ndo sejam bem conhecidas,
descrever métodos novos ou substancialmente modificados, dar as razdes para usa-los e
avaliar as suas limitagdes. Citar aprovagdo CEP (n° protocolo).

h) Resultados: devem ser apresentados com o minimo possivel de discussdo ou
interpretagdo pessoal, acompanhados de tabelas e ilustragdes, quando necessario. Nao
repetir no texto todos os dados ja apresentados em ilustragdes e tabelas, enfatizando
somente as observagdes importantes. Podem ser apresentados juntamente com a
discusséo.

i) Discusséo: enfatizar os aspectos novos e importantes do estudo e as conclusdes
resultantes. Deve restringir-se ao significado dos dados obtidos, evitando-se hipéteses nédo
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fundamentadas nos resultados. Relatar observagdes de outros estudos relevantes e
relaciona-los ao conhecimento ja existente.

J) Concluséo(es) ou Consideragdes finais: deve(m) ser pertinente(s) ao(s) objetivo(s)
propostos e justificadas nos dados obtidos. Devendo ser respondida a hipétese de
trabalho.

k) Referéncias as referéncias devem ser numeradas consecutivamente na ordem em que

sdo primeiramente mencionadas no texto. Identificar as referéncias no texto, tabelas

e legendas por numeros arabicos entre parénteses. Os titulos de periddicos devem

ser abreviados de acordo com Index Medicus e impressos sem negrito, italico ou grifo,
devendo-se usar a mesma apresentagdo em todas as referéncias, ndo devendo ser
pontuados. Nas publicagdes com até seis autores, citam-se todos; acima de seis autores,
citam-se os seis primeiros, seguidos da expressao et al. A exatidao das referéncias é de
responsabilidade dos autores. Comunicagdes pessoais, trabalhos em andamento e os
nao publicados ndo devem ser incluidos na lista de referéncias, mas citados em notas de
rodapé com asterisco.

Folhas a parte:

a) Agradecimentos (se houver): agradecimentos de ajuda técnica, apoio financeiro e
material devem especificar sua natureza, sua contribuigdo. Podem ser mencionadas
pessoas que tenham contribuido intelectualmente para o artigo, mas cujas contribuigdes
néo justifiquem a autoria. Os autores devem obter autorizagdo das pessoas as quais sao
dirigidos os agradecimentos.

b) Legendas: deverdo ser claras, concisas e precedidas da numeragao correspondente.
c) Enderego, telefone e e-mail de todos os autores: para o encaminhamento de
correspondéncias pela Comissao de Publicagéo.

d) Norma de publicagao e declara¢do de responsabilidade assinada por todos os
autores.

6.3 Citagao no texto: € a mengao no texto de uma informagao extraida de um documento
ou um canal de informagdo. N&o seréo aceitas citagdes no Sistema alfabético, somente
no Sistema numeérico (nimeros entre parénteses): quando uma publicagao tiver

dois autores, ambos sao citados; quando a citagao tiver trés ou mais autores, apenas o
primeiro deve ser citado, seguido da expressao et al. Exemplos: um autor: Segundo Porto
Neto (1); dois autores: Macedo, Silva (2); mais de dois autores: Alvarenga et al. (3); ou

no final da frase entre parénteses (Porto Neto, Macedo, Silva, Alvarenga et al.) (4).
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7. Numeragao, citagdo, ilustragdes e posigdo das tabelas, quadros, figuras e graficos
7.1As ilustrages (graficos, desenhos, etc.) devem ser construidas preferencialmente em
programa apropriado como Word, Excel, Corel ou outros, fornecidas em formato digital
junto com o CD Rom do artigo e também apresentadas em folhas separadas (papel) e
numeradas consecutivamente em algarismos arabicos.

7.2As fotografias deverdo ser fornecidas em slides ou cromos originais, ndo-
digitalizadas, com cépias numeradas e com o nome do artigo, ndo contendo

nenhuma forma de identificagdo dos autores. O autor devera ter uma copia deste

material caso ocorra extravio.

7.3.

Cameras digitais: Para obter uma impressao com qualidade em uma imagem digital,
geralmente é necessario resolugao entre 240 e 300 pixels por polegada (ou em termos de
impressao, pontos por polegada, ppp). A camera deve produzir um tamanho de imagem de
3.900 x 5.400 pixels. As imagens deverédo ser gravadas em CD-ROM e com cépia. TODAS
AS

ILUSTRAGCOES (GRAFICOS, DESENHOS, FOTOS, ETC.) ESTARAO SUJEITAS A
AVALIACAO E

ELAS DEVEM SER ENVIADAS SEPARADAMENTE DO TEXTO. Para mais informagées,
enviar e-

mail para edicao@medvep.com.br.

7.4

As tabelas, quadros, graficos e figuras devem ser numerados consecutivamente em
algarismos arabicos.

7.5

As legendas de tabelas e quadros devem ser colocadas na parte superior destes.
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As legendas de figuras e graficos devem ser colocadas na parte inferior destes.

7.7

Todas as tabelas, quadros, figuras e graficos, sem exce¢do, devem ser citados no texto.

8. Termos cientificos

8.1

Os termos cientificos devem ser grafados por extenso, em vez de seus
correspondentes simbélicos abreviados.

8.2

Unidades de medida devem ser apresentadas rigorosamente de acordo com o Sistema
Internacional de Medidas.
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9. Exemplos de referéncias

a) Livro com um autor

Carranza Junior FA. Glickman periodontia clinica. 72 ed. Trad. de André M. Rodrigues. Rio
de Janeiro: Guanabara Koogan; 1992.

b) Livro com dois autores

Primosh RE, Mathewson RJ. Fundamentals of pediatric dentistry. 4th ed. Chicago:
Quintessence; 1999.

c) Em suporte eletronico

Falzon MR. Implants: adults and children [monograph on CD-ROM]. 3rd ed. New York:
Wiley; 2000.

Cammell LP, Green DL. Histopathology [monograph online). Philadelphia: Lippincott; 2001.
[cited 2002 Jan 22]. Available from: URL: http:/Amww.hist.com/dentistry

d) Capitulo de livro

Porter RJ, Meldrum BS. Antiepileptic drugs. In: Katzung BG, editor. Basic and clinical
pharmacology. 6th ed. Norwalk, CN: Appleton and Lange; 1995. p.361-80.

e) Em suporte eletronico

Chandler RW. Principles of internal fixation. In: Wong DS, Fuller LM. Prosthesis
[monograph on CD-ROM] 5th ed. Philadelphia: Saunders; 1999.

Tichemor WS. Persistent sinusitis after surgery. In: Tichemor WS. Sinusitis: treatment plan
that works for asthma and allergies too [monograph online]. New York: Health On the Net
Foundation; 1996 [cited 1999 May 27]. Available from: URL: http://mwww.sinuses.com/
postsurg.htm

f) Artigo de periddico

Meira r, Barcelos R, Primo LG. Respostas do Complexo dentino-pulpar aos traumatismos
em dentes deciduos. J Bras Odontopediatr Odontol Bebé 2003; 6(20):50-55.

g) Com mais de seis autores

Ono |, Ohura T, Narumi E, Kawashima L, Nakamura IR, Otawa LL et al. Three-dimensional
analysis of craniofacial bones. J Craniomaxillofac Surg 2000; 20:49-60.

h) Em suporte eletrénico

Zéliner N, Antoniazzi JH. Estudo in vitro da permeabilidade radicular de dentes humanos,
na presenca ou ndo de doenga periodontal. ECLER Endod [periédico online] 1999; 1(1).
Disponivel em: URL: http:/Amww.bireme.br/scler [2000 dez.1]

i) Artigo sem indicacédo de autor

Ethics of life and death. World Med J 2000; 46:60-64.

j) Organizagao ou Sociedade como autor
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Organizagao Panamericana da Salide. Prevengdo e controle de doengas infecciosas. Bol
Oficina Sanit Panam 1999;151:223-72.

k) Volume com suplemento

Shen HM. Risk assessment of nickel carcinogenicity. Environ Health Perspect 1994;102
Suppl 1:275-82.

l) Fasciculo com suplemento

Moy AB. Centripetal tension and endothelial. Chest 1994;105(3Suppl):107-8.

m)

Resumo

Collins JG, Kirtland BC. Experimental periodontics retards hamster fetal growth [abstract
1117]. J Dent Res 1995;74:158.

n) Artigo citado por outros autores — apud

Edwards MK. Magnetic resonance of the head and neck. Dent Clin North Am
1993;37(4):591-611 apud Dutra VD, Fontoura HES. A utilizagao da ressonancia magnética
nuclear em odontologia: revisao da literatura e relato de caso. Rev Fac Odontol Porto
Alegre 1995;36(2):20-3.

o) Dissertagoes e Teses

Soares-Gow S. Avaliagdo da permeabilidade da superficie dentinaria radicular apés
apicectomia e tratamento com os lasers de Er:YAG ou CO2 9,6: um estudo in vitro [Tese
de Doutorado)]. Sdo Paulo: Faculdade de Odontologia da USP; 2001.

p) Em suporte eletrdnico

Ballester RY. Efeito de tratamentos térmicos sobre a morfologia das particulas de p6 e
curvas de resisténcia ao CREEP em fungéo do contetido de mercurio, em quatro ligas
comerciais para amalgama [Tese em CD-ROM]. Sao Paulo: Faculdade de Odontologia da
USP; 1993.

Lourengo LG. Relagao entre a contagem de microdensidade vasal tumoral e o prognéstico
do adenocarcinoma [Tese online]. Sdo Paulo: Universidade Federal de Sao Paulo;
1999[citado 1999 Jun 10]. Disponivel em: URL: http://www.epm.br/cirurgia/gastro/laercio
q) Trabalho apresentado em evento

Lima MGGC, Duarte RC, Sampaio MCC. Prevaléncia dos defeitos de esmalte em criangas
de

baixo peso [resumo A027]. In: 162 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Pesquisa
Odontolégica; 1999 set. 8-11; Aguas de S&o Pedro. Anais. So Paulo: SBPqO; 1999. p.12.
r) Em suporte eletrénico

Gomes SLR. Novos modos de conhecer: os recursos da Internet para uso das Bibliotecas
Universitarias [CD-ROM)]. In: 10° Seminario Nacional de Bibliotecas Universitarias; 1998
Out 25-30; Fortaleza. Anais. Fortaleza: Tec Treina; 1998.
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Barata RB. Epidemiologia no século XXI: perspectivas para o Brasil. In: 4° Congresso
Brasileiro de Epidemiologia [online]; 1998 Ago 1-5; Rio de Janeiro. Anais eletrdnicos. Rio
de Janeiro: ABRASCO; 1998 [citado 1999 Jan 17). Disponivel em: URL: http:/

www.abrasco.com.br/apirio98/

10. Avaliacao

10.1 Os originais que deixarem de cumprir qualquer uma das normas aqui publicadas
relativas a forma de apresentagédo, por incompletude ou inadequagio, serdo sumariamente
devolvidos antes mesmo de serem submetidos a avaliagdo quanto ao mérito do trabalho e
a conveniéncia de sua publicagéo.

10.2 Uma vez aprovados na avaliagdo quanto a forma de apresentagéo, os originais serdo
submetidos a apreciagdo da Comissdo de Publicagado, Conselho Editorial ou de
Assessores

ad hoc, que dispdem de plena autoridade para avaliar o mérito do trabalho e decidir sobre
a conveniéncia de sua publicagao, podendo, inclusive, reapresenta-los aos autores, com
sugestdes para que sejam feitas as alteragdes necessarias no texto e/ou para que os
adaptem as normas editoriais da revista.

10.3 Os prazos fixados para nova submissado dos originais corngidos serao informados no
oficio que acompanha os originais e deverao ser rigorosamente respeitados. A nova
submissao fora dos prazos estipulados acarretara o cancelamento definitivo do processo
de

avaliagao.

10.4 Os trabalhos que, a critério da Comissédo de Publicagdo, do Conselho Editorial ou de
Assessores ad hoc, ndo forem considerados convenientes para publicagdo na MEDVEP
serdo informados aos autores que poderdo enviar para outros veiculos se assim
desejarem.

10.5 Durante todo o processo de avaliagdo, os nomes dos avaliadores permanecerao em
sigilo perante os autores, € os nomes dos autores permanecerdo em sigilo perante os
avaliadores. Para tanto, serao utilizados originais sem identificagao dos autores.

10.6 Sistema peer review

11. Adverténcias

A preparagdo dos originais deve ser realizada seguindo-se rigorosamente as normas aqui
publicadas. A ndo observancia de qualquer uma das normas acarretara a devolugéo
sumaria dos originais, antes mesmo de sua apreciagdo pela comisséo de avaliagéo.

12. Custos de publicagdo para assinantes
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12.1 - Assinantes da Medvep ndo tem custo para publicagio. Para cada grupo de 2
autores,
pelo menos um deve ser assinante. O envio do exemplar seré feito apenas para os autores

assinantes. Os demais autores caso desejem deverao fazer a aquisi¢do do exemplar
avulso, ou

do artigo em PDF.

13. Custos de publicagado para ndo assinantes

13.1 - Para autores que ndo sejam assinantes, serdo cobradas as taxas de:

US$ 15,00 (Quinze ddlares), para tramitagdo do artigo. A submissao do artigo
obrigatoriamente deve estar acompanhada da taxa de tramitagdo, que pode ser em
cheque ou moeda. Em caso da ndo aprovagao do artigo o valor da taxa ndo sera
devolvido.

US$ 30,00 (Trinta ddlares) por pagina impressa caso o artigo seja aprovado para
publicagdo. A Taxa de publicagdo devera ser paga somente apos o recebimento

da carta com informag¢ao da Edigdo de publicagao do artigo, seu respectivo valor
atualizado, e as formas de pagamento.

13.2 — Os valores e condi¢des de publicagdo podem sofrer alteragdes, sendo validas
sempre as

normas publicadas no site na data do envio do trabalho.

14. Encaminhamento dos originais

14.1 Toda correspondéncia deve ser enviada para EDITOR- MEDVEP, R. Desembargador
Antonio de Paula, 2240 Sala 08 — Boqueirdo — 81450-750 — Curitiba, PR. Informagdes
suplementares: (41) 3039-1100 ou e-mail: edicao@medvep.com.br.

14.2 Todos os artigos devem ser enviados com registro, preferencialmente por SEDEX,
pago

pelos autores.

15. Declaragéo:
Titulo do artigo:

O(s) autor(es) abaixo assinado(s) submeto(emos) o trabalho intitulado acima a apreciagéo

da MEDVEP - Revista Cientifica de Medicina Veterinaria Pequenos Animais e Animais de
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Estimacao, para ser publicado, declaro(mos) estar de acordo que os direitos autorais
referentes ao citado trabalho tornem-se propriedade exclusiva da MEDVEP desde a data
de sua submisséo, sendo vedada qualquer reprodugéo total ou parcial, em qualquer outra
parte ou meio de divulgagao de qualquer natureza, sem que a prévia e necessaria
autorizagao seja solicitada e obtida junto 8 MEDVEP. No caso de o trabalho nao ser
aceito,

a transferéncia de direitos autorais sera automaticamente revogada, sendo feita a
devolugéo do citado trabalho por parte da MEDVEP. Declaro(amos) ainda que é um
trabalho original, sendo que seu conteudo néo foi ou esta sendo considerado para
publicagcdo em outra revista, quer no formato impresso ou eletrénico. Concordo(amos) com
os direitos autorais da revista sobre ele e com as todas as normas acima descritas, com
total responsabilidade quanto as informagGes contidas no artigo, assim como em relagéo
as

questoes éticas.
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Title Page

The title page should include:

The name(s) of the author(s)

A concise and informative title

The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

The e-mail address, telephone and tax numbers of the corresponding author

Abstract

Please provide an abstract ot 150 to 250} words. The abstract should not contain anv undefined abbreviations or
unspecified reterences.

Text

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.
Use a normal, plain font (e.g.. 10-point Times Roman) for text.

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering tunction to number the pages.
Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.
Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save vour tile in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).
Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings

Please use no more than three levels of displaved headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reterence included in the
reference list. They should not consist solely of a reference citation, and they should never include the bibliographic
details of a reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively: those to tables should be indicated by superscript lower-case letters
(or asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the article are not
given reference svmbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section before the reference list. The
names of funding organizations should be written in full.

Scientific style

Pleasc alwavs use internationally accepted signs and svmbols for units, SI units.

References



87

1823  Citation

1824 Reference citations m the text should be identified by numbers in square brackets. Some examples:
1825 1. Negotiation research spans many disciplines [3].

1826 2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [3].

1827 3. This effect has been widely studied [1-3, 7]

1828 Reference list

1829 The list of references should only include works that are cited in the text and that have been published or accepted for
1830  publication. Personal communications and unpublished works should only be mentioned in the text. Do not use
1831  footnotes or endnotes as a substitute for a reference list.

1832 The entries in the list should be numbered consecutively.

1833 ¢ Joumnal article

1834 Smith JJ. The world of science. Am J Sci. 1999:36:234-35.

1835 ¢  Article by DOI

1836 Slitka MK. Whitton JL. Clinical implications of dysregulated cvtokine production J Mol Med 2000:
1837 doi:10.1007/s001090000086

1838 e Book

1839 Blenkinsopp A. Paxton P. Symptoms in the pharmacy: a guide to the management of common illness.
1840 3rd ed. Oxford: Blackwell Science. 1998

1841 e Book chapter

1842 Wyillie AH, Kerr JFR, Currie AR. Cell death: the significance of apoptosis. In: Bourne GH, Danielli JF,
1843 Jeon KW, editors. Intemational review of cvtology. London Academic; 1980, pp 251-306.

1844 ¢  Online document

1845 Doe J. Title of subordinate document. In: The dictionary of substances and their effects. Royal Society of
1846 Chemistry. 1999. http://www.rsc.org/doseftitle of subordinate document. Accessed 15 Jan 1999

1847 Alwavs use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title Word Abbreviations.
1848 see

1849 ¢  www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php

1850 For authors using EndNote, Springer provides an output stvle that supports the formatting of in-text citations and
1851  reference list.

1852e  EndNote style (zip, 3 kB)

1853 Tables

1854 « Al tables are to be numbered using Arabic numerals.

1855 e Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

1856 e  For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table

1857 e Identifv any previously published material by giving the original source in the form of a reference at the
1858 end of the table caption.

1859 e Footnotes to lables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance
1860 values and other statistical data) and included beneath the table body.

1861  Artwork and lllustrations Guidelines

1862 For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your artwork — photographs, line
1863 drawings, etc. — in an electronic format. Your art will then be produced to the highest standards with the greatest
1864 accuracy to detail The published work will directly reflect the quality of the artwork provided

1865  Electronic Figure Submission
1866 e  Supply all figures electronically
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1867 e« Indicate what graphics program was used to create the artwork.

1868 e  For vector graphics, the preferred format 1s EPS: for halftones, please use TIFF format. MS Office files
1869 are also acceptable

1870 e  Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

1871 e Name vour figure files with "Fig" and the figure number, ¢.g., Figl.eps.

1872  Line Art
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1874 e Definition: Black and white graphic with no shading.

1875 e Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the figures are legible
1876 at final size

1877 e  Alllines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

1878 e Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum resolution of 1200
1879 dp

1880 e  Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded n the files.

1881 Halftone Art
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Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars within the figures
themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line drawing, extensive
lettening, color diagrams, etc.
Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art 1s tree of charge for online publication.
If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will still be

visible. Many colors are not distinguishable from one another when converted to black and white. A simple
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way to check this is to make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different
colors are still apparent

If the figures will be printed in black and white. do not refer to coler in the captions.
Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering
e To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).
e  Keep letiering consistently sized throughout vour final-sized artwork, usually about 2-3 mm (8-12 pt)
e Variance of type size within an illustration should be minimal. e g., do not use 8-pt tvpe on an axis and
20-pt type for the axis label.
e Avoid effects such as shading, outline letters, etc

e Do not include titles or captions within vour illustrations,

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited n text i consecutive numerical order

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a. b. c. etc )

If an appendix appears in vour article and it contains one or more figures, continue the consecutive
numbering of the main text. Do not number the appendix figures, "Al. A2, A3, etc.” Figures in online
appendices (Electronic Supplementary Material) should. however, be numbered separately.

Figure Captions

¢ Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts. [nclude the
captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

¢  Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in bold type.

e  No punctuation is to be included after the number. nor 1s any punctuation to be placed at the end of the
caption.

o Identify all elements found in the figure in the figure caption: and use boxes. circles. etc . as coordinate
points mn graphs

e  Identify previously published material by giving the original source in the form of a reference citation at
the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

When preparing vour figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm. 84 mm. 129 mm, or 174 mm wide and not higher than 234
mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not higher than 198
mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from the copyright
owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some publishers do not grant electronic rights for
free and that Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In
such cases. material from other sources should be used

Accessibility

In order to give people of all abilitics and disabilities access to the content of vour figures, please make sure that
All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a text-to-

Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (color-blind users would then

be able to distinguish the visual elements)
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Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1
Guidance to Authors

Text

Content supplement

The typical length of the article is suggested to be 5 pages of text. However, shorter and longer articles will
be considered for publication. An uninterrupted page of text contains approximately 1.300 words. A typical
Article contains about 3,000 words of text supplemented by five small display items (figures and/or tables)
including their figure caption/table descriptions. References are not included in the maximum 3 pages of
text.

Article Structure: new category

Every article is required to consist of the following sections: Introduction, Materials and Methods, Results,
Discussion, Conclusion, and Acknowledgments.

Introduction: Offers background information and a statement of the author’s hypothesis. An introduction
usually describes the theoretical background, indicates why the work is important, states a specific research
question, and poses a specific hvpothesis to be tested.

Materials and Methods: The methods section explains exactly how the authors performed the experiment. It
describes both specific techniques and the overall experimental strategy used by the scientists

Results:

The results section contawns the data collected during experimentation. It presents an objective view of the
results using appropriate statistical analysis.

Every article that contains statistical testing should clearly identify the name of the statistical evaluation. the
n for each statistical analysis, the comparisons of interest, a justification for the use of that test. the alpha
level for all tests, whether the evaluations were one-tailed or two-tailed. and the actual P value for each test
(not merely "significant” or "P ¢ 0.5").

Discussion: The discussion section explains the authors interpretation of their data and how they connect it
to other published works in the tield. Authors must use the discussion to describe what their work suggests
and how it relates to other studies. In this section, authors can anticipate and address any possible objections
to their work. The discussion section 1s also a place where authors can suggest areas of improvement for
future research.

Conclusions: The conclusion section summanzes the fundamental findings of the work in relation to the
tested hypothesis and impact to the field of study.

Acknowledgments: Acknowledgments are a brief statement at the end of the references and notes. It should
comprise the following:

tunding information pertinent to the performed work

Any clarification regarding conflicts of interest of the authors

An optional note describing the roles or responsibilities of the authors or supporting staft.

Electronic Supplementary Material

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other supplementary files to be
published online along with an article or a book chapter. This feature can add dimension to the author's article, as
certain information cannot be printed or 1s more convenient in electronic form.

Submission

Supply all supplementary material in standard file formats.

Please mclude in each file the following information: article title, journal name, author names: affiliation
and e-mail address of the corresponding author.

To accommodate user downloads. please keep in mind that larger-sized files may require very long
download times and that some users may experience other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations
Alwayvs use MPEG-1 (.mpg) format.
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Text and Presentations

Submit vour material in PDF format: .doc or .ppt files are not suitable for long-term viability.
A collection of figures mav also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be converted to PDI” if no interaction with the data is intended.

It the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should be submitted as xls
tiles (MS Excel).

Specialized Formats

Specialized format such as pdb (chemical). .wrl (VRMIL), nb (Mathematica notebook). and .tex can also be

supplied.

Collecting Multiple Files

It is possible to collect multiple files in a .zip or .7 file.

Numbering

If supplyving any supplementary material, the text must make specitic mention of the material as a citation,
similar to that of figures and tables

Refer to the supplementary files as “Online Resource™. e.g., "... as shown in the animation (Online Resource
3)". ... additional data are given in Online Resource 47,

Name the files consecutively. e.g. "ESM_3.mpg”, “ESM_4 pdf™.

Captions

For cach supplementary matenal. please supply a concise caption describing the content of the file.

Processing of supplementary files

Electronic supplementary matenial will be published as received from the author without any conversion.

editing. or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilitics and disabilities access to the content of vour supplementary files. please make
sure that

The manuscript contains a descriptive caption tor each supplementary material

Video files do not contain anvthing that flashes more than three times per second (so that users prone to

seizures caused by such effects are not put at risk)

Does Springer provide English language support?

Manuscripts that are accepted for publication will be checked by our copveditors tor spelling and formal styvle. This
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Aims and Scope

Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials is anofficial journal of the Society
for Biomaterials, the Japanese Society forBiomaterials, the Australasian Society for Biomaterials, and the
KoreanSociety for Biomaterials. It is a peer-reviewed journals serving the needs ofbiomaterials
professionals who devise, promote, apply , regulate produce, andmarket new biomaterials and medical
devices. Papers are published on devicedevelopment, implant retrieval and analysis, manufacturing,
regulation ofdevices, liability and legal issues, standards, reviews of different deviceareas, and clinical
applications. Published manuscript fit into one of sixcategories: original research reports, clinical device-
related articles, shortresearch and development reports, review, special report, or columns andeditorials.
Manuscripts from all countries are invited but must be in English. Authors are not required to be members
of a Society for Biomaterials.

Types of Articles Considered for Publication

Original Research Reports: Full-length papers consisting of complete anddetailed descriptions of a
research problem, the experimental approach, thefindings, and appropriate discussion. Findings should
represent significantnew additions to knowledge.

Clinical Device-Related Articles: Full-length papers addressingsuch issues as material processing,
device construction, regulatorymatters, clinical trials, and device retrieval.

Reviews: Scholarly and critical topic-oriented reviews thatpresent a state-of-the-art view. While most
reviews are solicited, personsinterested in contributing may contact the Editor.

Special Reports: Reports of special topic-oriented symposia,deviceretrieval protocols, or other special
reports not described in the abovecategories, yet of interest to the applied biomaterials research
anddevelopment community. Potential contributors should contact the Editor beforesubmitting special
reports.

Columns and Editorials: While columns and guest editorials arepreponderantly solicited, persons
interested in becoming columnists orcontributing editorials are encouraged to contact the Editor.

Submission of Manuscripts

Online Submission:
Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials is now receiving submitted
manuscripts online at http.//mc. manuscriptcentral. com/jbmr-b.

Submit all new manuscripts online. Launch your web browser and go
tohttp://mc.manuscriptcentral.com/jbmr-b. Check for an existing user account. Ifyou are submitting for the
first time, and you do not find an existingaccount, create a new account. Follow all instructions.

At the end of a successful submission, a confirmation screen withmanuscript number will appear and you
will receive an e-mail confirming thatthe manuscript has been received by the journal. If this does
nothappen,please check your submission and/or contact tech support using the GetHelp Now link in the
right corner of any screen.

Upon Acceptance: Manuscript files will now automatically be sentto the publisher for production. it is
imperative that files be in the correctformat to avoid a delay in the production schedule.

JBMR Part B has adopted a policy that requires authors to make a statement concerning potential conflict
of interest relating to theirsubmitted articles. The Editorial Board asks authors of original reports
andreviews to disclose, at the time of submission: (1) any financial oremployment arrangements they may
have with a company whose product figuresprorinently in the submitted manuscript or with a company
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making a competitiveproduct, and (2) any grants or contracts from a government agency, a
nonprofitfoundation, or a company supporting the preparation of the manuscript or thedescribed research.
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were cared for according to thepolicies and principles established by the Animal Welfare Act and the
NIHGuide for Care and Use of Laboratory Animals.

Review Process: All original reports and reviews receive criticalreview by at least two reviewers with
expertise in the major subject area ofthe paper. Reviewers may recommend “Acceptance as is,"
"Acceptance withmodification,” or "Rejection.” If modification is required, the manuscript isreturned to the
author(s). The revised manuscript is then re-reviewed by theoriginal reviewers, and even re-revised if
necessary. Differences in opinionare resolved by submission either to a third reviewer or the Editor.
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authors signing the copyright transfer agreement:

If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author will be presented with the copyright
transfer agreement (CTA) to sign. The terms and conditions of the CTA can be previewed in the samples
associated with the Copyright FAQs below:

CTA Terms and Conditions http.//authorservices.wiley.com/bauthor/faqs copyright.asp

For authors choosing OnlineOpen: If the OnlineOpen option is selected the corresponding author will
have a choice of the following Creative Commons License Open Access Agreements (OAA):

Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA
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The results and discussion sections must be written separately and cannot be combined. Refrain from
complex formatting; the Publisher will style your manuscript according tot the Journal design
specifications. Do notuse desktop publishing software such as PageMaker orQuark Xpress or other
software such as Latex. If you prepared your manuscript with one of these programs, export the text to a
word processing format. Please make sure your word processing programs “fast save” feature is turned
off. Please do not deliver files that contain hidden text: for example, do not use your word processor's
automated features to create footnotes or reference lists. Manuscripts including references (but not figures
or tables) should be no longer than 18 pages.

Please be sure to submit your illustrations and tables as separate files;the system will automatically create
a pdf file of your paper for thereviewers.

Original research and short reports shouid appear in the followingorder:title page (including authors and
affiliations), abstract, keywords,introduction, materials and methods, results,
discussion,acknowledgments,references, figure legends. Number pages consecutivelystarting with the
titlepage as page 1. Abbreviations must conform to thoselisted in Council ofBiology Editors' CBE Style
Manual, 5th Edition.

When mentioning a material, chemical reagent, instrument, orotherproduct, use the generic name only. If
further identification(proprietaryname, manufacturer's name and address) is absolutely requiredlist it
inparentheses.

Title Page: List the full title of the paper andeachauthor's full name (first name, middle initial(s),
surname),department,institution, city, and state (and country if other than the UnitedStates).Indicate the
name and address of the author to whom reprint requests should besent.

Abstract and Keywords: Include an abstract of about200words maximum summarizing the aims,
findings, and conclusions of thepaper.Below the abstract, list five keywords or phrases that best
characterizethesubject matter of the manuscript.

Running Heads: Supply a short title of no more than65characters, including spaces and punctuations, to
be used for runningheadcopy.

References: Number references consecutively as they appear in the text. Materialaccepted for publication
but not yet published may be listed intheReferences, but unpublished observations, personal
communications, andmaterial submitted for publication but not yet accepted should becitedparenthetically
within the text (and not included among thenumberedreferences). Style references entries using the
Council of Biology Editors Style Manual, 5th Edition formats:

For journal articles:

Alexander A, Green WS. Total hip replacements: A second look. JSocBiomater 1989;45:345-366.

For books/chapters:

Ricci JL, Guichet J-M. Total hip replacement: A third look.CindraAB, Frankiin DE, editors. State of the art
orthopaedics, vol 3, Hips.NewYork: Wiley, 1988:56-59.

For abstracts:
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Davidson GRH. Total hip replacement: A fifth look. TransABCS1987:22-341-345.
For presentations:

Goodenough T. Total hip replacement: A sixth look. Presented atthe3rd Annu Mtg Orthop Res Soc,
Boston, December 5-7, 1989.

Figure Legends: Please supply complete captions for allfigures. Captions are to appear on a separate
page at the end of the manuscript.

Tables: Please save Tables separately and supply numbers andtitlesfor all. All table columns should have
an explanatory heading. Tablesshould besubmitted as doc or rif files (it is preferred that tables
areprepared usingWord's table edit tool.)

Ilustrations: When preparing digital art, please consider:

Resolution:

The minimum requirements for resolution are:

1200 DPI/PPI for black and white images, such as line drawings or graphs.

300 DPI/PPI for picture-only photographs

600 DPI/PPI for photographs containing pictures and line elements,i.e. text labels, thin lines, arrows.
These resolutions refer to the output size of the file; if youanticipatethat your images will be enlarged or
reduced, resolutions should beadjustedaccordingly.

Formats:

For the editorial review process, GIF and JPEG filesareacceptable; upon submission of a revision, TIFF or
EPS files will berequired.For the editorial review process, color images may be submitted inRGB
color;upon revision, CMYK color will be required. Delivery ofproduction-qualityfiles early in the review
process may facilitate smooth andrapid publicationonce a manuscript has been accepted.

Note that these file formats are not acceptable for printing: JPG,GIF,ONG, PCX, PNG, XBM, Word, and
Excel. We recommend creating your graphicsinPhotoshop, lllustrator, or Freehand and importing them into
yourpageapplications as TIFFs with all fonts included. Do not scan figures asJPEGsand convert to TIFFs.
For further guidance on preparing digital figurefiles,authors are encouraged to

visit http://cjs. cadmus.com/da/applications.asp

To ensure that your digital graphics are suitable for printpurposes,please go to Rapidinspector™
at hitp://rapidinspector cadmus_com/zwi/index.isp Thisfree,stand-alone software application will help you

to inspect andverifyillustrations right on your computer.

A legend must be provided for each illustration and must defineallabbreviations used therein. Legends
should be placed at the end ofthemanuscript text file.

Color lllustrations: Color figures are generally printedinthe Journal at the author's expense. The
published will provide costestimatesprior to printing. A limited number of color figures that are
ofcriticalimportance and that significantly enhance the presentation will beconsideredfor publication at the
publisher's expense subject toeditorialrecommendation. Final decision on publication of color figures willbe
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at thediscretion of the Editor. All color figures will be reproduced infull colorin the online edition of the
joumal at no cost to authors. Forbestreproduction, bright, clear colors should be used. Dark colors against

a dark background do not reproduce well; please place your color images againstawhite background
wherever possible.

Reprints:Reprints may be ordered
at https://caesar sheridan.com/reprints/redir.php?pub=10089&acro=JEMB.

Note to NIH Grantees:

Pursuant to NIH mandate, Wiley-Blackwell will post the accepted version of contributions authored by NiH
grant-holders to PubMed Central upon acceptance. This accepted version will be made publicly availabie
12 months after publication. For further information, see www.wiley.com/go/nihmandate.
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JBMB Production
E-mail: jrnlprodibmb@cadmus.com
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