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RESUMO

A andlise histopatoldgica do tecido ésseo ou mineralizado apenas €
possivel apds a desmineralizacdo tecidual que consiste em imergir as
amostras em solugbes acidas ou quelantes. Este trabalho teve como
objetivo testar diferentes procedimentos de desmineralizagdo dos 0ssos,
a fim de estabelecer o melhor valor destes em amostras fixadas em
formalina e embebidos em parafina. Foram utilizados 130 discos de
fémur obtidos de 10 ratos Wistar machos adultos e distribuidos
aleatoriamente em 5 grupos para desmineralizacdo em solugdes de acido
nitrico 5%, 10% e 20% (Grupo 1), acido formico 10%, 20% e 30%
(Grupo 1), &cido acético 10%, 20% e 30% (Grupo III), EDTApH 7,4 a
5%, 10% e 20% (Grupo 1V) e solugdo de Anna Morse (Grupo V).
Cortes seriados de 3 um de espessura foram coradas com hematoxilina-
eosina (H&E) para calcular a porcentagem de lacunas ocupadas por
ostedcitos. Os cortes histolégicos também foram coradas com Tricromio
de Masson e Picrosirius sob polarizagdo e uma andlise semi-quantitativa
foi aplicada para verificar a integridade do tecido muscular adjacente ao
0550 e a preservacao das fibras colagenas. Foi calculado o tempo (dias)
e o0 custo (dolares) para a realizacdo da desmineralizacdo completa para
cada solugdo. O Grupo | exigiu menor tempo e custo financeiro (0,8 a
5,7 dias). A porcentagem mais elevada de lacunas ocupadas por
ostedcitos foi encontrada na desmineralizacdo com a solucdo de &cido
acético 10% (95,64% = 0,95), seguido por acido acético 30% (87,52 +
3,41%) e EDTA 5% (82,14% + 4,02). Grupos Il e IV necessitaram
maior tempo para conclusdo da desmineralizagdo (48 a 79,8 dias). Entre
todas as solugdes, o acido nitrico 5% apresentou menor custo em
comparacgdo com outras solugées (P < 0,001), enquanto o 4cido acético
30% teve maior custo para a conclusdo da desmineralizagdo. O Grupo
IV teve a maior integridade muscular e do coldgeno tipo | e Il em
relacdo aos demais grupos (P < 0.01). Assim, concluimos que a
desmineralizacdo com acido acético 10% foi o mais eficaz na
preservacdo do tecido 6sseo, enquanto 0 EDTA 5% foi o melhor na
manutencio do colageno e do musculo adjacente ao 0sso. Acido nitrico
5% mostrou melhor equilibrio entre tempo e o custo como solucédo
desmineralizadora.

Palavras-chave: Desmineralizacdo. Osso. Musculo. Colageno.



ABSTRACT

Histopathological analysis of bone and mineralized tissue is only
possible after tissue demineralization consisting in immersing the
samples in acid or chelating solutions. The aim of this study was to test
different decalcification bone procedures in order to establish the best
value of these in formalin-fixed and paraffin-embedded samples.
Femurs were removed from ten adult male Wistar rats to obtain 130
bone disks randomly divided into 5 groups that were demineralized with
nitric acid solutions at 5%, 10%, 20% (Group I), formic acid at 10%,
20% and 30% (Group I1), acetic acid at 10%, 20% and 30% (Group IlI),
EDTA pH 7.4 at 5%, 10% and 20% (Group 1V) and Morse’s solution
(Group V). Serial 3-um-thick sections were obtained and stained with
hematoxylin-eosin (H&E) to calculate the percentage of osteocytes-
occupied lacunae. The sections were also stained with Masson's
trichrome in conjunction with picrosirius red under polarized light
followed by a semi-quantitative analysis to verify the adjacent muscle to
bone integrity and preservation of collagen fibers. It was measured the
time in days for the complete demineralization for each solution and the
financial cost in dollars was calculate for carrying out the solutions.
Group | demanded the shortest time (0.8 to 5.7 days). The highest
percentage of osteocytes-occupied lacunae was found with 10% acetic
acid solution (95.64% =+ 0.95) followed by 30% acetic acid (87.52% =+
3.41) and 5% EDTA (82.14% + 4.02). Groups |1l and IV required more
time for demineralization (48 to 79.8 days). Among all solutions, 5%
nitric acid required less cost compared with other solutions (P < 0.001)
whereas 30% acetic acid required higher cost for the completion of
demineralization. Group IV had the highest integrity for muscle and
collagen type | and Il (P < 0.01). Thus, we concluded that
demineralization with 10% acetic acid was the most effective in
preserving the bone tissue while 5% EDTA was the best in maintaining
the collagen and adjacent muscle to bone. Five percent nitric acid
showed the most efficient result as it balances both time and cost as
demineralizing solution.

Keywords: Demineralization. Bone. Muscle. Collagen.
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1 INTRODUCAO

O 0sso0 é um tecido conjuntivo especializado composto por
elementos minerais e organicos, organizado para desenvolver, dentre
outros, a funcdo de sustentacdo do corpo. O esqueleto € constituido para
suportar mecanicamente o organismo, além de servir de apoio para as
contragdes dos masculos esqueléticos  transformando-as em
movimentos, proporcionando protecdo aos 6rgdos moles. Os 0ss0s sdo
reservatorios de calcio, fosfato e outros ions, essenciais na manutencao
dos niveis plasmaticos desses elementos. Apesar do aspecto
aparentemente inerte, 0s 0ss0S crescem e sdo ativamente remodelados
durante toda a vida, sendo a homeostase do tecido 6sseo controlada
pelos fatores mecénicos, locais e gerais (Katchburian & Arana-Chavez,
1999).

No tecido dsseo ha células que constituem os principais agentes
de modificacdo da matriz dssea, como o osteoblasto, produtor da matriz
organica que posteriormente é mineralizada e o osteoclasto que, quando
ativado, remove esta matriz (Martin, 1994).

A analise histopatoldgica de determinadas lesGes em tecido
mineralizado é possivel ap6s a desmineralizacdo tecidual, que permite a
remocao dos sais de célcio e fosfato depositados sobre a matriz organica
e a microtomia pelos métodos convencionais (Brown, 2007; Bancroft,
2008).

Um dos métodos mais comuns de desmineralizacdo consiste em
imergir as amostras em solucdes acidas ou quelantes. A escolha da
solucdo desmineralizadora depende da urgéncia do caso, do grau de
mineralizacdo da amostra e das técnicas de coloracdo requeridas
(Mattuella et al, 2007).

As  substdncias  4cidas mais  empregadas = como
desmineralizadores séo: o cido nitrico, acido férmico, acido cloridrico,
acido acético, éacido picrico, acido sulfirico, tricloroacético ou
sulfossalicilico em diferentes concentragcbes. J4 o EDTA (&cido
etilenodiamino tetra-acético) é a substancia quelante mais utilizada e
atua capturando os fons de calcio da camada externa do cristal de apatita
(Kayhan & Algun, 2003; Reineke et al, 2006).

Os éacidos, como por exemplo, acido nitrico e cloridrico,
contém propriedades que promovem uma desmineralizagéo rapida. Sua
utilizacdo por longo periodo pode levar a grave deterioragdo do
contetdo celular, especialmente da cromatina nuclear (Srinivasan et al,
2002). Para contornar tal problema, indica-se a utilizacdo de agentes
quelantes na desmineralizacéo, como EDTA. A principal desvantagem é
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gue a desmineralizagdo com EDTA ocorre lentamente, com um tempo
de incubacdo de até varias semanas, dependendo do grau de
mineralizacdo tecidual (Kiviranta et al, 1980; Stevens et al, 1990).

Sanjai et al. (2012) avaliaram seis solu¢es desmineralizadoras
(EDTA, &cido nitrico a 5%, acido acético a 5%, acido formico a 10%,
solucdo de acido nitrico-formaldeido e solugdo de Perenyi) para
desmineralizacdo de 24 dentes de pacientes com idades entre 40-45
anos. O EDTA foi considerado o melhor agente desmineralizador para
preservacdo de tecidos duros e moles enquanto o acido nitrico a 5%
apresentou piores indices de degradacao tecidual.

Para melhorar o tempo de desmineralizacdo promovido pelo
EDTA, alguns autores tém associado 0 uso do micro-ondas, com 270 W
de poténcia, a 45°C durante 6h por dia, obtendo bons resultados, ndo s
na redugdo do tempo em 50%, como também na conservacgao tecidual
(Daisuke Ekuni et al., 2006; Hellstrom & Nillson, 1992).

O 4cido nitrico a 5%, apesar de muito utilizado devido ao
reduzido tempo necessario para a desmineralizacdo (Kayhan & Algun,
2003), nao preserva a morfologia celular de forma apropriada
('Yamamoto-Fukud et al., 2000, Shibata et al., 2000).

Anna Morse descreveu em (1945) um novo protocolo de
desmineralizagdo de tecidos mineralizados orais (dente e 0sso alveolar)
utilizando a associagdo do acido férmico ao citrato de sddio (solugéo de
Anna Morse). Ap6s 10 anos de experimentacdo, 500 amostras teciduais
desmineralizadas e 30.000 laminas histoldgicas obtidas, o autor obteve
melhores resultados quando comparado com o acido nitrico que
usualmente era empregado nas rotinas laboratoriais (Anna Morse,
1945).

Mattuella et al. (2007) obtiveram resultados mais favoraveis
com a utilizacdo da solucdo de Anna Morse para desmineralizagdo de
dentes deciduos humanos com lesdo de carie inativa quando
comparados com a solucdo de EDTA, por requerer menor tempo de
processamento das amostras e promover uma melhor preservacdo dos
componentes celulares e da matriz extracelular do tecido pulpar.

Os é&cidos provocam danos nos tecidos, principalmente no que
diz respeito as suas afinidades tintoriais. Os seus efeitos negativos
verificam-se especialmente na fraca basofilia nuclear, o que pode
comprometer o correto diagnostico. Quanto mais fortes forem as
solucdes &cidas e mais duradouro for o processo de desmineralizagao,
mais acentuados serdo os efeitos indesejaveis. A desmineralizacdo ja foi
introduzida ha alguns anos. Contudo, ndo existe um protocolo
generalizado & rotina hospitalar ou laboratorial, e ainda menos no
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contexto da Patologia. Através do aumento da temperatura € possivel
acelerar o processo, no entanto é necessario ter cuidados para que isso
ndo comprometa a estrutura tecidual e consequentemente, a imagem
microscoépica (Giberson & Demaree, 2001; Duarte et al, 2012).

A preservacdo da integridade da estrutura tecidual ap6s o
processo de desmineralizacdo é fundamental para a interpretacdo
histopatolégica. Embora haja uma grande variedade de agentes
desmineralizadores, pouco tem sido explorado na literatura a respeito do
uso de concentraces e metodologias adequadas para desmineralizacdo
efetiva de tecidos 6sseos visando a manutencédo da integridade tecidual
e otimizacdo do tempo para execucdo do processo. Diante disso, o
presente estudo testou diversos protocolos de desmineralizagdo, com
fim de instituir aquele no qual seja possivel desmineralizar pecas 6sseas
em um menor tempo, com a maxima preservacdo dos tecidos, sem
prejudicar a interpretacdo histopatologica.
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2 JUSTIFICATIVA

A escolha deste tema ocorreu inicialmente pela necessidade do
Laboratério de Patologia Bucal da Universidade Federal de Santa
Catarina em processar amostras de tecidos mineralizados em alta
qualidade e menor periodo de tempo.

Embora haja na literatura diversos trabalhos que avaliem
diferentes substancias com efeitos de desmineralizacdo em amostras de
tecidos &sseos ou dentarios, a literatura € escassa na avaliacdo da
qualidade de tecido mole adjacente, bem como na avaliacdo dos custos
financeiros e o tempo de desmineralizacdo para a aplicacdo destas
técnicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliacdo da preservacdo tecidual, custo e tempo de
desmineralizagdo de tecido 6sseo submetido a diferentes protocolos:
acido nitrico 5%, 10% e 20%, &cido férmico 10%, 20% e 30%, acido
acético 10%, 20% e 30%, solucdes de EDTA 5%, 10% e 20%, e solucédo
de Anna Morse.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v'Comparar 0 custo e tempo de desmineralizagdo do tecido dsseo
submetido a diferentes concentracBes de desmineralizadores (&cido
nitrico, férmico, acético e Anna Morse) e quelantes (EDTA);

v'Avaliar o preenchimento de lacunas por ostedcitos em tecido
6sseo submetido a diferentes protocolos de desmineralizacéo;

v'Avaliar a preservacdo do colageno e tecido muscular adjacente
ao 0sso apos desmineralizacao.
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4 ARTIGO

Artigo formatado conforme nas normas da revista Bone (ANEXO
A), com excecdo do idioma e do formato das referéncias.

Titulo
Integridade tecidual, custo e tempo associados ao uso de diferentes
agentes desmineralizadores para analise histoldgica do osso.

Resumo

Objetivo: testar diferentes procedimentos de desmineralizacdo dos
0ss0s, a fim de estabelecer o melhor valor destes em amostras fixadas
em formalina e embebidos em parafina. Métodos: 130 discos de fémur
foram obtidos de 10 ratos Wistar machos adultos e distribuidos
aleatoriamente em 5 grupos para desmineralizagdo em solugdes de &cido
nitrico 5%, 10% e 20% (Grupo 1), acido férmico 10%, 20% e 30%
(Grupo 1), &cido acético 10%, 20% e 30% (Grupo IIl), EDTApH 7,4 a
5%, 10% e 20% (Grupo IV) e solucdo de Anna Morse (Grupo V).
Cortes teciduais de 3 um de espessura foram corados com hematoxilina-
eosina (H&E) para calcular a porcentagem de lacunas ocupadas por
ostedcitos. Cortes adicionais também foram coradas com Tricromio de
Masson e Picrosirius sob polarizacdo e uma analise semi-quantitativa
foi aplicada para verificar a integridade do tecido muscular adjacente ao
0ss0 € a preservacdo das fibras colagenas. Resultados: A porcentagem
mais elevada de lacunas ocupadas por ostedcitos foi encontrada com a
solucdo de &cido acético 10% (95,64% + 0,95), seguido por &cido
acético 30% (87,52 + 3,41%) e EDTA 5% (82,14% + 4,02). Grupos 11
e IV necessitaram maior tempo para conclusdo da desmineralizagéo (48
a 79,8 dias) e o Grupo | exigiu menor tempo (0,8 a 5,7 dias). Entre todas
as solugdes, o acido nitrico 5% apresentou menor custo em comparacao
com outras solugfes (P < 0,001), enquanto o 4cido acético 30% teve
maior custo para a conclusdo da desmineralizacdo. O Grupo IV teve a
maior integridade muscular e do colageno tipo | e Il em relacdo aos
demais grupos (P < 0.01). Conclusdo: A desmineralizagdo com &cido
acético 10% foi o mais eficaz na preservagdo do tecido 6sseo, enquanto
0 EDTA 5% foi o melhor na manutencdo do colageno e do musculo
adjacente ao 0sso. Acido nitrico 5% apresentou melhor equilibrio entre
tempo e custo como solucéo desmineralizadora.

Palavras-chave: Desmineralizagéo; Osso; Musculo; Colageno.



26

Introducéo
O processo de desmineralizacdo ¢ comumente utilizado na

maioria dos laboratérios de Patologia para o exame microscépico dos
tecidos mineralizados (Ehrlich et al, 2008, Farrell et al, 2015). Este
método remove os sais de calcio dos tecidos mineralizados tornando-os
mais adequados para os cortes histoldgicos (Page et al. 1996).

A desmineralizacdo é realizada por solugdes quimicas, tais
como 4cidos minerais ou quelantes. Acidos minerais possuem uma acao
mais répida enquanto os agentes quelantes oferecem uma maior
preservacdo das estruturas histologicas (Leong 2009; Shibata et al.
2000). O é&cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) é frequentemente
utilizado como agente quelante para desmineralizagdo de tecido 0sseo
(Pitol, et al. 2007). Como &cidos minerais, tém sido relatados para
desmineralizagdo Ossea 0 acido nitrico (Neves et al. 2011), &cido
acético (Yoshioka et al. 2002), acido formico (Gupta et al. 2014) e
Anna Morse (Morse, 1945) em diferentes concentrages.

Embora existam varios estudos que avaliem diferentes solucdes
com efeitos de desmineralizagdo em amostras de tecido dsseo, a
literatura é escassa em descrever como o tecido mole adjacente ao 0sso
é afetado pelo processo de desmineralizagdo, assim como 0s custos
financeiros o tempo para a implementacdo destas técnicas.

Material e métodos

Todos os procedimentos para este estudo foram aprovados pelo
Comité de Etico Animal da Universidade Federal de Santa Catarina
(protocolo n.00940).

Animais e Preparo tecidual

Dez ratos Wistar foram obtidos a partir do Centro de Criacéo
Animal da Universidade Federal de Santa Catarina e mantidos a 21°C +
1°C em um ciclo claro/escuro de 12 h de luz. Os ratos tiveram acesso ao
alimento (racdo padrdo comercial, Nuvilab® CR-1; Nuvital, PR, Brasil)
e agua ad libitum. Ratos apresentaram peso médio de 300 g e foram
sacrificados por exposicdo a CO, com decapitagdo subsequente.

O fémur de cada animal foi removido cirurgicamente e fixado
em formalina tamponada a 10% durante 24 horas. Os espécimes foram
secionados com fresa de dupla face circular acoplada a motor cirdrgico
(modelo BIm350, Driller, Brasil) sob irrigacdo com solucéo salina 0,9%
para obtencdo de 130 discos 6sseos com volume de 3mm®. A
conferéncia do tamanho dos discos de osso foi realizada com
micrometro de precisdo (Mitutoyo, Tdquio, Japdo). Cerca de 25% do
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perimetro de cada disco dsseo foi preservado o tecido muscular
adjacente.

Processamento de tecido e desmineralizagdo

Os 130 discos 6sseos foram distribuidos randomicamente em 5
grupos e desmineralizados a temperatura ambiente em solugdes de &cido
nitrico 5%, 10% e 20% (Grupo 1), acido férmico 10%, 20% e 30%
(Grupo 1), &cido acético 10%, 20% e 30% (Grupo IIl), EDTA pH 7,4 a
5%, 10% e 20% (Grupo 1V) e solu¢cdo de Anna Morse (Grupo V).

As solugdes de desmineralizacdo foram submetidas a agitacao
repetida e substituidas por novas solucbes a cada 24 horas e com
volume suficiente para cobrir 20 vezes o volume de cada disco. A
avaliacdo do processo de desmineralizacdo foi realizada a cada 12 horas
por método fisico seguido por um método quimico. O método fisico
envolveu agulhamento diério do osso cortical (agulha fina 30G, BD,
Brasil) e o método quimico foi o teste para deteccdo de calcio na
solucdo desmineralizadora (Farrell et al. 2015 ).

Ap0s a desmineralizacdo, os discos 6sseos foram lavados em
agua destilada, em seguida desidratados em uma série de crescente de
etanol, diafanizados com xilol, embebidos em parafina liquida e sélida.
Secgdes seriadas de 3 pum de espessura foram obtidos e corados com
hematoxilina-eosina (H & E), Tricromio de Masson e Picrosirius.

Medicdo do tempo global e custo

Foi medido o tempo em dias para a conclusdo da
desmineralizagdo de cada solucdo. O custo financeiro em dolares para a
realizacdo das solucGes foi baseado no célculo do reagente necessario
para obtencdo do volume necessario para cobrir 20 vezes o volume do
tecido (Suvarna et al. 2013) e o volume total para substituicdo a cada 24
horas de cada solucdo até a completa desmineralizacéo.

Anélise microscépica

As laminas histolégicas foram fotografadas usando microscépio de
luz (Axiostar, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) conectado a cAmera
(Cannon, A620, San Jose, CA, EUA) e analisadas com software ImageJ
(1.45s Wayne Rasband Institutos Nacionais de Salde, EUA ). Cortes
corados com H&E foram examinados para calcular a porcentagem de
lacunas ocupadas pelos ostedcitos em sete campos sequenciados em
aumento de 400x.
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A analise semi-quantitativa foi aplicada para verificar a
integridade do musculo adjacente ao 0sso e a preservacdo das fibras
colagenas. Os cortes foram corados com Tricromio de Masson em
conjunto com Picrosirius sob polarizagdo (Junqueira et al, 1979). Os
critérios utilizados para as avaliagdes foram: inaceitavel (-), baixa
integridade (+), integridade moderada (++) ou alta integridade (+++).

Anélise estatistica

Os valores foram expressos em média + desvio padrdo.
Diferengas no tempo, custo e percentual de lacunas ocupadas por
ostedcitos entre os grupos foram testadas usando ANOVA e teste de
multiplas comparacdes de Tukey post hoc. A integridade muscular e das
fibras colagenas foram testadas usando o teste exato de Fisher. Valores
de P < 0,05 foram considerados como estatisticamente significativos. O
software estatistico SPSS versdo 18.0 foi utilizado para as anélises.

Resultados

Tempo e Custos Financeiros

Em relacdo ao tempo de desmineralizacdo, as solugdes dos
Grupos Il (acido acético) e IV (EDTA) necessitaram mais tempo para
completar o processo de desmineralizacdo. Entre todas as solugdes
testadas, a desmineralizacdo com &cido acético 10% requereu mais
tempo para finalizacdo (79,8 dias) enquanto a utilizagéo de &cido nitrico
20% necessitou menor tempo (0,8 dias). Um tempo semelhante foi
mostrado pelo acido nitrico 5% e acido nitrico 10% (5,7 dias). Foram
encontradas diferengas significativas entre o desmineralizador mais
rapido (acido nitrico 20%) e outras solugdes (P < 0,001), bem como
entre a solucdo mais lenta (acido acético 10%) e outras solucdes (P <
0,001).

Os custos financeiros para a desmineralizacdo estavam
diretamente ligados a concentracdo das solucBes e o tempo necessario
para completar a preparacdo do espécime. Entre todas as solucdes, acido
nitrico 5% exigiu um menor custo menor em comparagdo com outras
solugbes (P < 0,001), enquanto o acido acético 30% exigiu 0 maior
custo para a conclusdo da desmineralizacéo.

Dados adicionais séo apresentados na Tabela 1.

Lacunas ocupadas por osteécitos
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Grupos Il (&cido acético) e IV (EDTA) tiveram uma maior
porcentagem de lacunas ocupadas por ostedcitos em compara¢do com
0s outros grupos (Tabela 1).

O maior percentual de lacunas ocupadas pelos ostedcitos foi
encontrado com o &cido acético 10% (95,64% + 0,95), seguido por
acido acético 30% (87,52% + 3,41) e EDTA 5% (82,14% + 4,02)
(Figura 1). A pior porcentagem de preservacdo de ostedcitos foi
observada com o &cido nitrico 20% (8,33 + 8,78%). Houve diferenca
estatistica entre as solucGes de acido acético 10% e as demais solucdes
(P < 0,001), exceto para o acido acético 30% (P = 0,057).

Musculo e colageno

Alta integridade do muasculo adjacente ao 0sso apds a
desmineralizagdo foi observada apenas com &cido nitrico a 5% e EDTA
a 5%. O tecido muscular foi considerado inaceitavel de acordo com os
critérios de avaliacdo para todas as concentragcdes de acido acético
(10%, 20% e 30%), &cido nitrico 20% e acido férmico 30% (Figura 1).

O melhor resultado em termos de integridade do colageno,
incluindo o tipo I e Ill, foi observado com o Grupo IV (EDTA). Os
piores resultados foram encontrados nos Grupos Il (acido formico) e 111
(&cido acético) (Figura 2). Houve diferenca estatistica entre todos os
grupos em relagdo a integridade muscular e das fibras colagenas (P <
0,01).

Discusséo

Varios espécimes de tecido Osseos obtidos a partir de
procedimentos cirdrgicos orais e ortopédicos sdo investigados para fins
de diagndstico. A selecdo de uma solugdo adequada para a
desmineralizacdo em laboratérios de Patologia depende de varios
fatores, tais como a preservacdo da celularidade, urgéncia na liberacéo
de laudos anatomopatoldgicos, integridade do tecido mole adjacente ao
0ss0 e custos financeiros. Tanto quanto é do conhecimento dos autores,
este é o primeiro estudo que comparou a interferéncia de um grande
nimero de solugdes quelantes e acidas em tecidos ésseo e muscular,
além da analise do tempo e custos envolvidos no processo.

As solugdes acidas removem o carbonato de calcio ou sais de
fosfato presente nos 0ssos, realizando uma troca i6nica que resulta na
formacdo de um polimero solivel de sal de calcio. HA um grande
numero de agentes acidos, incluindo acidos fracos ou fortes, que podem
ser aquosos ou alcodlicos. A utilizacdo de solugBes acidas pode
danificar a ultraestrutura do tecido mole principalmente quando a
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desmineralizagdo requer longo tempo ou a solucédo é utilizada em altas
concentracdes (Callis & Sterchi 1998, Leong, 2009).

Acidos fortes tém maior poder de desmineralizacdo, causando
danos aos tecidos, particularmente para os nucleos que sao hidrolisados
dificultando o uso subsequente de coloracdes nucleares. Este tipo de
solucdo é comumente usado para o diagnéstico em carater urgencial em
rotinas laboratoriais. Para condigdes ndo urgentes, sdo aconselhados
agentes quelantes (Suvarna et al. 2013).

Acidos fracos comumente utilizados como desmineralizadores
sd0 0 &cido acético, acido formico e acido picrico. O &cido acético e o
acido picrico também sdo amplamente utilizados como fixadores
teciduais e para desmineralizacdo de tecidos ligeiramente mineralizados
como o tecido embrionario (Skinner et al. 1997). No presente trabalho,
0 acido acético 10% teve a maior porcentagem de ocupacgdo de lacunas
por ostedcitos do que o &cido férmico em todas as concentracdes.
Entretanto, o 4&cido fdrmico necessitou de menor tempo para
desmineralizagdo do que o &cido acético.

Acido nitrico 5% e solugio de Anna Morse apresentam bons
resultados para uma desmineralizacdo em curto periodo de tempo
(Shibata et al. 2000), como observado em nossa pesquisa. Estas
solucdes sdo bem indicadas em laboratorio de rotina, quando a selecdo
de um agente desmineralizador deve equilibrar 0 tempo para
desmineralizacdo e a integridade tecidual.

Agentes quelantes como 0 EDTA sdo compostos organicos que
se ligam aos ions célcio formando quelatos. Este método é muito lento,
porém ndo causa danos aos tecidos (Callis et al, 2008). A
desmineralizagdo pelo EDTA 5%, 10% e 20% ndo produziram artefatos
para as coloracGes histolégicas, ao contrario da desmineralizacdo pelo
acido nitrico 20% que gerou artefatos para as coloragdes em H&E e
histoquimicas.

O EDTA é comumente usado como agente de desmineralizacdo
cuja acdo quelante promove a desmineralizacao e preserva a morfologia
do tecido ésseo (Frank et al. 1993; Emans et al. 2005; Pitol et al. 2007).
A eficécia da solugdo de EDTA na desmineralizagdo € influenciada pela
concentracdo do pH e o tempo de exposicdo (Cury et al. 1981;
O'Connell et al. 2000; Serper & Calt, 2002). Os valores de pH elevados,
0 numero de grupos hidroxilas em excesso retardam a dissocia¢do da
hidroxiapatita, ao passo que o pH neutro ou baixo, a ligacdo de ions
calcio tendem a aumentar a dissociacdo de hidroxiapatita e a sua
disponibilidade para a quelagdo (O'Connell et al. 2000).
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No presente estudo, 0 EDTA, em todas as concentragdes, teve
alta porcentagem de lacunas ocupadas pelos ostedcitos e preservacao do
colageno tipo | e Ill. No entanto, 0 EDTA a 5% preservou melhor o
musculo adjacente ao o0sso do que o EDTA a 10% ou 20%.
Interessantemente, ndo houve relacdo entre o tempo de
desmineralizacdo e a preservagdo muscular com as solugdes quelantes.

Gupta et al. (2014) compararam a eficacia de varios agentes de
desmineralizacdo incluindo o &cido nitrico 10%, acido formico 10% e
EDTA na avaliacdo histolégica dos componentes do tecido duro e mole
de elementos dentais. O resultado mais eficiente em relagdo ao fator de
integridade tecidual e o tempo foram obtidos com o &cido nitrico a 10%.
No corrente estudo, o &cido nitrico 10% e 4cido formico 10% tiveram
resultados semelhantes em ambos os tecidos duros e moles. No entanto,
0 EDTA foi melhor do que os referidos &cidos na preservacdo dos
tecidos.

Mattuella et al. (2007) investigaram a eficacia do EDTA e a
solucdo de Anna Morse para processamento de dentes deciduos
humanos com lesdes de cérie. Os autores descobriram que o EDTA
causou alteragdes na arquitetura celular e tecidual devido ao seu longo
periodo de tempo necessario para a desmineralizacdo. No nosso estudo,
0 EDTA levou muito tempo para completar o processo de
desmineralizagdo o que ndo interferiu na preservacdo do tecido. No
entanto, a diminuicdo da integridade do tecido foi associada com o
aumento da concentragao.

Zappa et al. (2005) analisaram diferentes métodos para
desmineralizacdo de 288 dentes fixados em solugdo de formalina 10% .
Acido nitrico 7% e solucio de &cido formico (HCOOH) com 70% de
alcool etilico na proporgdo 1: 1 apresentaram piores resultados ap6s a
desmineralizacdo para componentes dos tecidos duros e moles do dente
guando em comparacdo com EDTA e outros agentes. Além disso,
outros estudos (Singh S, K Sarkar, 2010; Sanjai K et al. 2012) também
revelaram os melhores resultados utilizando EDTA. Por outro lado,
Gupta et al. (2014) mostraram melhor preservacdo dos tecidos e
qualidade da coloragéo com &cido nitrico a 10% do que o &cido formico
10% ou EDTA.

Em relacdo aos custos para desmineralizacdo, a literatura é
escassa sobre este aspecto. Os nossos resultados mostraram que 0s
custos estiveram diretamente relacionados com a concentragdo das
solucdes e o tempo necessario para completar a preparacdo da amostra.
Acido nitrico 5% teve o menor custo e apresentou uma boa relagéo
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entre o custo e preservacdo tecidual, tendo boa indicagdo para uso em
laboratérios de Patologia.

Algumas solugcdes removem os ions calcio rapida e
completamente, mas podem danificar a contraparte organica (Sanjai et
al. 2012). Além disso, o tamanho da amostra de osso é um fator
importante no processo de desmineralizacdo (Gonzélez-Chavez, 2013).
De acordo com o tamanho da amostra, o volume da solucdo de
desmineralizacdo deve ser calculado para uma maior eficacia do
processo e para a diminui¢do do tempo.

Para a determinacdo do ponto final da desmineralizacdo dssea,
varios métodos tém sido sugeridos, tais como o0s métodos fisicos,
guimicos ou radiograficos (Gonzalez-Chavez et al. 2013; Farrell et al.
2015). Teste fisico foi feito no atual estudo usando a inser¢do de agulha
no osso cortical. Uma vez que ndo é considerado como um método
preciso, foi utilizado o método quimico (teste de oxalato de célcio) no
corrente estudo o qual facilmente pode ser instituido como teste de
rotina em laboratérios histopatoldgicos.

Métodos alternativos como micro-ondas (Pitol et al. 2007;
Cunningham et al. 2001) e irradiacdo por ultrassom (Hatta et al. 2014)
tém sido propostos a fim de acelerar e melhorar a desmineralizagdo. No
entanto, as desvantagens destes métodos incluem o aumento da
temperatura que poderia danificar o espécime, custo elevado e dificil
reprodutibilidade em laboratérios de diagnéstico.

Nossos achados mostraram que a desmineralizagcdo com &cido
acético 10% foi o mais eficaz na preservacdo do tecido 6sseo, enquanto
0 EDTA 5% foi o melhor na manutencdo do colageno e do misculo
adjacente ao 0sso. Além disso, o &cido nitrico 5% apresentou melhor
equilibrio entre tempo e custo como solucdo desmineralizadora.

Assim, embora a velocidade da desmineralizacdo seja um
critério importante para a desmineralizacdo, outros fatores como a
integridade do tecido, tempo e custo devem ser considerados para a
investigacdo histoldgica.
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Figura 1. Aspecto do osso cortical e tecido muscular apds
diferentes protocolos de desmineralizacdo. A, Comprometimento da
preservacdo do tecido 6sseo com o &cido nitrico 20%. B, Inaceitavel
integridade muscular (-) com a solugdo de acido férmico 30%. C,
Aspecto do osso cortical com a solucdo de Morse. D, Pobre integridade
muscular (+) com o EDTA 20% pH 7,4. E, Tecido ésseo com o &cido
acético 10%. F, Moderada integridade muscular (++) com o &cido
férmico 10%. G-H Alto indice de ocupagdo das lacunas por ostedcitos e
preservacdo muscular (+++), respectivamente, com o EDTA 5% pH 7,4.
Magnificacdo, 400x.
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Figura 2. ldentificacdo do colageno marcado em azul pela
coloracdo histoquimica Tricrdbmio de Masson no tecido 6sseo submetido
a desmineralizagdo com acido nitrico 20% (A), &cido férmico 10% (D),
solucdo de Anna Morse (G) e EDTA 5% pH 7,4 (J). Colageno marcado
em vermelho pela coloracdo histoquimica Picrosirius (B,E,H,K) e sob
polarizacdo destacando as fibras colagenas do tipo | (amarelo) e do tipo
Il (verde) (C,F,I,L). B,C Inaceitavel preservacdo do colageno (-) com
acido nitrico 20%. E,F, Pobre densidade de colageno (+) com o &cido
férmico 10% H,I Moderada integridade de fibras colagenas (++) com a
solucdo de Anna Morse. K,L Alta densidade de colageno tipo I e il
(+++) com 0 EDTA 5% ph 7,4. Magnificacéo, 400x.
>A : B
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APENDICE A - METODOLOGIA EXPANDIDA

Aspectos éticos

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC),
com o protocolo PP000940 (ANEXO A).

Delineamento do estudo
Estudo observacional descritivo e retrospectivo.

Amostra

Dez ratos Wistar machos adultos (120 dias) foram obtidos a
partir do Centro de Criagdo Animal da Universidade Federal de Santa
Catarina e mantidos & 21°C + 1°C em um ciclo claro/escuro de 12 h de
luz. Os ratos tiveram acesso ao alimento (racdo padrdo comercial,
Nuvilab® CR-1; Nuvital, PR, Brasil) e agua ad libitum. Ratos
apresentaram peso médio de 300 g e foram sacrificados por exposicéo a
CO, com decapitacdo subsequente.

Procedimentos operatérios

Os procedimentos operatérios foram realizados utilizando
instrumental esterilizado em autoclave por calor Umido e os
pesquisadores utilizaram equipamentos de protecdo individual (EPIs).
Os animais foram tricotomizados nas regides das duas coxas traseiras e
posicionados em decUbito dorsal. Na sequéncia, foi realizada a
antissepsia das areas que foram operados com polivinilpirrolidona
(PVPI) e colocados em campos cirurgicos esterilizados. Para 0 acesso as
regides femorais dos animais, foi utilizado cabo de bisturi n°3 conectado
a lamina de bisturi n°15.

O fémur de cada animal foi removido cirurgicamente e fixado
em formalina tamponada a 10% durante 24 horas. Os espécimes foram
secionados com fresa de dupla face circular (22mm, Dhpro) acoplada a
motor cirlrgico (modelo BIm350, Driller, Brasil) sob irrigacdo com
solucdo salina 0,9% para obtencdo de 130 discos dsseos com volume de
3mm®. A conferéncia do tamanho dos discos de osso foi realizada com
micrometro de precisdo (Mitutoyo, Téquio, Japdo). Todos os discos
tiveram cerca de 25% do seu perimetro coberto por tecido muscular.

Diante da amostra disponivel, obtivemos um n de 10 ratos,
perfazendo um total de 130 discos de tecido 6sseo associados a tecido
muscular. Cada fémur gerou cerca de 6 a 7 discos uma vez que foram
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descartadas as extremidades femorais tanto na regido codilhar como na
regido de pata.

Desmineralizagao e processamento dos espécimes

Os 130 discos 0sseos foram distribuidos aleatoriamente em 5
grupos e desmineralizados a temperatura ambiente em solugdes de &cido
nitrico 5%, 10% e 20% (Grupo 1), acido férmico 10%, 20% e 30%
(Grupo 1), &cido acético 10%, 20% e 30% (Grupo IIl), EDTA pH 7,4 a
5%, 10% e 20% (Grupo 1V) e solucdo de Anna Morse (Grupo V).

As solugdes de desmineralizacdo foram submetidas a agitacao
repetida (47 agitacdes por minuto) com o auxilio de agitador de mesa
(IKA Works, Brasil) e substituidas por novas solucbes a cada 24 horas e
com volume suficiente para cobrir 20 vezes o volume de cada disco. A
avaliacdo da desmineralizacéo foi realizada por método fisico a cada 12
horas seguido por um método quimico. O método fisico envolveu
agulhamento diario do osso cortical (agulha fina 30G, BD, Brasil) e 0
método quimico foi o teste para a deteccdo de oxalato de calcio na
solucdo desmineralizadora (Farrell et al. 2015 ).

Ap6s a desmineralizacdo, os discos dsseos foram lavados em
agua destilada, em seguida desidratados em uma série de crescente de
etanol, diafanizados com xilol, embebidos em parafina liquida e sélida.
Secgdes teciduais de 3 um de espessura foram obtidos e corados com
hematoxilina-eosina (H & E), Tricromio de Masson e Picrosirius. Na
sequéncia, as laminas foram desidratadas em série de alcool ascendente
até o xilol e montadas com laminulas fixadas com resina Entellan
(Merck, Darmstadt, Alemanha).

Medic&o do tempo e custo

Foi medido o tempo em dias para a conclusdo da
desmineralizagdo de cada solucdo. O custo financeiro em dolares para a
realizacdo das solucGes foi baseado no célculo do reagente necessario
para obtencdo do volume necessario para cobrir 20 vezes o0 volume do
tecido (Suvarna et al. 2013) e o volume total para substituicdo a cada 24
horas de cada solugdo até a completa desmineralizagéo.

Analise microscopica

As laminas histologicas foram  fotografadas usando
microscopio de luz (Axiostar,Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha)
conectado a cAmera (Cannon, A620, San Jose, CA, EUA) e analisadas
com software ImageJ (1.45s Wayne Rasband Institutos Nacionais de
Saude, EUA ). Cortes corados com H&E foram examinados para
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calcular a porcentagem de lacunas ocupadas pelos ostedcitos em sete
campos sequenciados, em aumento de 400X e por um Unico observador
(cego).

A analise semi-quantitativa foi aplicada para verificar a
integridade do musculo adjacente ao 0sso e a preservacao das fibras
colagenas. Os cortes foram corados com Tricromio de Masson em
conjunto com Picrosirius sob polarizagdo (Junqueira et al, 1979). Os
critérios utilizados para as avaliagdes foram: inaceitavel (-), baixa
integridade (+), integridade moderada (++) ou alta integridade (+++).

No critério inaceitavel (-), o tecido muscular apresentou-se
amplamente desintegrado e ndo foram detectadas fibras colagenas
preservadas. No critério baixa integridade (+), houve minima
preservacdo muscular e poucas fibras colagenas arranjadas
frouxamente. Na integridade moderada (++), houve favoravel
preservacdo da morfologia muscular e fibras coldgenas tipo | e Il
identificadas na polarizacdo em média densidade. Na alta integridade
(+++), houve integridade morfoldgica e celular do tecido muscular e as
fibras colagenas do tipo | e Il identificadas e arranjadas em alta
densidade.

Analises estatisticas

Os valores foram expressos em média + desvio padrdo.
Diferengas no tempo, custo e percentual de lacunas ocupadas por
ostedcitos entre os grupos foram testadas usando ANOVA e teste de
multiplas comparac6es de Tukey post hoc. A integridade muscular e das
fibras colagenas foram testadas usando o teste exato de Fisher. Valores
de P < 0,05 foram considerados como estatisticamente significativos. O
software estatistico SPSS versdo 18.0 foi utilizado para as anélises.



52



ANEXO A - PARECER SUBSTANCIADO DO CEUA

Resultado de Solicitagdo de Protocolo
Protocolo
PPD0S40
Titulo
Analise histomorfométrica de tecido dsseo submetido a diferantes protocolos de desmineralizacio
Data de Entrada
18/09/2014

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
07/11/2014

Consideracées

Oficio n® 204/CEUA/PROPESQ/2014

Do: Presidente da Comisséo de Etica no Uso de Animais-CEUA

Ao(a): Prof{a) Dr(a) Rogério de Oliveira Gondak - Departamento de Patologia - ccs

Prezado(a) Professor(a).

Em relagio ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o seguinte:

- APROVADO COM CONDICAO. por dois anos. para a utilizacio de dez ratos (Rattus Norvegicus).

A condigdo € que as gaiolas tenham no maximo 5 animais.

- Procedéncia do anmmal: Biotério Central da UFSC.
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Por ocasido do término desse protocolo. DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO detalhado relacionando o uso «

animais no Projeto desenvolvido aos resultados obtidos. conforme formulario ON LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatério Final previsto para (90 dias apés término da vigéncia do protocolo ou no momento da apresentacio de um novo protocolo)

Data 07/02/2017
Data 07/11/2014

Parecer(es):

/Qﬁ]};w “

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC

PRESIDENTE
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GUIDE FOR AUTHORS

Your Paper Your Way

We now differentiate between the requirements for new and revised submissions. You may choose to
submit your manuscript &3 a single Word of PDF file to be used in the referesing process. Only when
your paper is at the revision stage, will you be reguested bo put your paper in to a "corredt format’
for acceptance and provide the items required for the publication of your artide.

To fAind out more, please visit the Preparation section below.

Types of article

Types of articles Bone accepts indude:
1) Memaoriam

2) Editorial or Commentany

3) Review

4) Original Articles

5) Rapid Communication

6] Case Report

7) Technical Mote

8) Letters and Response to Letter o the Edibor
9 Ervatum,/ Corrigendum

10} Announcements

There are mo length or format requirements other than those already shown on the GFA under Artide
Structure.

BEFORE ¥OU BEGIN

Ethics in publishing

For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication ses
hittps:/www.elseviercom/ publishingethics and hittps: /) www.elsevier.com/ journal-authors/ ethics.

Human and animal rights

Il the work imeolves the use of humam subjeds, the author should ensure that
the work desoibed has been carried out i accordance with The Code of Ethics
aof the World Medical Assodation (Dedaration of Helsinki) for esxperiments  involving
humans, htp:/fwww.wma.net/en/ 30publications; 10palices b3 findec. htmi; Uniform Requirements
for manuscripts submitted to Blomedical jourmnals, KR/ www.icmje.org. Authors should Indude a
statement in the manuscript that informed consent was obtained for experimentation with human
subjects. The privacy rghts of human subjects Must always be observed.

All animal experiments should be carmied out in accordance with the UK. Animals [Scientific
Procedures) Act, 1986 and assodated guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments,
ar the National Institutes of Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications
Mo, 8023, revised 1978) and the authors should clearly indicate in the manuscript that such
guidelines have been followed. All animal studies need to ensure they comply with the ARRIVE
guldalines. More information can be found at http: /fwww.ncdrs.org.uk/ page. aspid=1357.

Conflict of interest

All authors must disdose any finandal and personal relationships with other people or organizations
that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential conflicts of inberest
include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent
applications/registrations, and granks or other funding. If there are no conflicks of interest then
please stabe this: ‘Conflicts of interest: none’. See also hitps:/www elsevier comyconflictsofinterest.
Further information and an example of a Conflid of Interest form can be found at:
hitp://service alsevier. comy/appy answers/ detail/a_id/ 286/ supporthuby publishing.

Submission declaration and verification

Submissionm of an article implies that the work described has nob been published previously
{except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an
electronic preprink, see https://www.elsevier.com/sharingpolicy), that it is not under consideration
for publication elsewhere, that its publication is approved by all authars and tactly or explicitly by the
responsible authorities where e work was carmed out, and that, if accepted, it will not be published
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elzewhare in the same form, in English or in any other language, including electronically without
the written consent of the copyright-halder. To verily originality, your article may be checked by the
ariginality detection service CrossCheck hEps:/www.elsevien comyeditors/plagdetect.

Authorship
All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the conception and
design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data, (2) drafting the
article or revising It critically for Important intellectual content, (3) final approval of the version to
be submitted.

Changes to authorship

Authors are expeded o consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the fime of the original submission. Any
addition, deletion of rearrangement of aUthor Names in the authorship list showld be made only
before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request such
a change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason
for the change in author list and (b) written confirmation {e-mail, letter) from all authors that they
agree with the additicn, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or remaved.

Only in exceptional drcumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangemsnt of
authors after the manuscript has besn accepted. While the Editor considers the request, publication
of the manuscript will be suspended, If the manuscript has already been published in an online issue,
any requests approved by the Editor will result in & corrigendurm.

Article transfer service

This jeumnal is part of cur Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your artide is more
suitable in one of our other participating joumals, then you may be asked to consider transferring the
article to one of those. If you agree, your article will be transferred automatically on your behalf with
i need to reformat. Please note that your article will be reviewed again by the new journal. More
informnation about this can be found here: https://www.elsavier.com/ authors/artide-transfer-service,

Copyright

Uptﬂracgeptam:e af an article, authors will be asked to complete a “Journal Publishing Agreement’ (for
mare informatien on this and copyright, see hittps://www._elsevier. comyfcopyright). An e-mail will
be sent to the comesponding author confirming receipt of the manuscript together with a “Journal
Publishing Agreement’ form or a link ko the online version of this agreement.

Subsoribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles induding abstracts for inkemal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations
{please consult https: [/ www_elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are
included, the author(s) must obtain written permissien from the copyright owners and credit the
spurce(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: please consult
nttps: Wi, elsevier Comy per missions.

For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked bo complete an "Exclusive
License Agreement’ (for more information see hitps://www.elseviercomyOAauthoragresment).
Permitted third party reuse of open access articles is determined by the author's choice of user license
(see hitps://www.elsevier.com/openactesslicensas).

Author rights
s &n author you {or your employer of institution) have certain rights to reuse your work. For more
information sse hittps: //www._elsevier.com/copyright.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research andfor
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source{s) had no such involvement then this should
b stated.
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Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agresments with funding bodies which allow authors
bo comply with their funder's open access polides. Some authars may ako be reimbursad
for associated publication fees. To learn more about existing agresments please  wisit
https: ffwww. elsevier comMundingbodies.

Open access
This joumnal offers authors a choice in publishing their reseanch:

Open access

= Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse

= An open access publication fee is payable by authors or on their behalf e.g. by their research funder
or institution

Subseription

= firticles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
OUF Wniversal access programs (hHps:/ fwew.elseviar comyaccess).

= No open access publication Tes payable by authors.

Regardless of how you choose to publish your artide, the journal will apply the same peer review
criteria and acceptance standards.

For open access articles, permithed third party [re)use is definad by the follvwing Creative Commons
user licenses:

Creative Commons Attribubion {OC BY)
Lets others distribute and copy the articde, oreate estracts, abstracts, and other revised versions,
adaptations or derivative works of or from an artide (such as a translation), indude in a collective
work [such as an anthalogy ), text or data mine the articde, even for commercial purposes, as long
as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article,
and da nat modify the article in such @ way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NomCommendial-NoDerivs {CC BY-NC-ND)

For non-commerdal purposes, lets others distribute and copy the artide, and to indude in a collective
work (sudh as an anthology}, as long as they credit the author(s) and provided they do not alber or
madify the artide.

The open access publication fee for this jounal is USD 1950, exduding taxes. Learn mare about
Elsevier's pricing policy: hitp://www.elsevier comy/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has & number of green
open access options available. We recommend authors see our green open access page for further
information {hitp://elseviercom/ greenopenaccess). Authors can also self-archive their manuscripts
immediately and enable public acoess from their institution's repository after an embarge period. This
is the version that has been accepted for publication and which bypically includes author-incorporated
changes suggested during submission, peer review and in editor-author communications. Embargd
period: For subscription artides, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver
walue o subscribing customers before an article becomes freely available to the public. This is the
embarge period and it begins frem the date the article s formally published onling in its final and
fully citable formm.

This joumnal has an embargs period of 12 months.

Language [usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may reguire editing
te eliminate possible grammatical or spelling erors and to conform to correct scientific
English may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's
WebShop (hitp://webshop.elseviercomflanguageediting/) o wvisit our customer support site
{hitp:/fsupport. elsevier.com) for more information.
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Submission

Our enline submissicn system guides you stepwise through the process of entering your artice
details and uploading your files. The system converts your article files to a single POF file usad in
the peer-review process. Editable fles (e.g., Word, LaTex) are reguired Lo typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's dedsion and requests for
revision, is sent by e-mail.

Refereses

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several patential referses, For more
deatails, visit our Support site. Nobte that the editor retains the sole right to decide whether or not the
suggested reviewers are used.

PREPARATION

NEW SUBMISSIONS

Submission to this jounal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your fles. The system autematically converts your files to a single PDF file, which
s used in the pesr-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file
to be used in the referesing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or lay-
out that can be used by referess to evaluate your manuscript. Tt should contain high enough quality
figures for referesing. If you prefer to do o, you may still provide all or some of the source files at
the initial submission. Please note that individual figure files larger than 10 ME must be uploaded
separately,

References

There are no strict reguirements on reference formatting at submission. References can be in any style
or format &s long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter titlefarticle title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present. Use of DO is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted artide by Elsevier at the proof stage. Nobe that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to comed.

Formatting requirenrents

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elerments
needed bo comvey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and
Methods, Results, Condusions, Artwork and Tables with Caplions.

I your article indudes amy Videos and/or other Supplementary material, this should be included in
your initial submission for peer review purposes.

Divide the artide into clearly defined sections.

Figures and [alies embadded i text
Flease emnsure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text
im the manuscript, rather than at the botbem or the bop of the fle.

REVISED SUBMISSTONS

Use of wond processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an
editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple a3 possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the artide. The electronic test should be prepared in
a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide o Publishing with Elssvier:
hitps:/fwww. elseviercom/guidepublication). See also the section on Electronic artwark.

T avioid unnecessary errors you are strongly advised to use the "spell-check' and ‘grammar-check'
functions of your word Processor.

Article structure

Subwdivicion - mismbered seclions

Divide your artice into dearly defined and numbered sections. Subsectons should be numbered
1.1 (them 1.1.1, 1.1.2, ...]J, 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering alss for internal cross-referencing: do not just refer bo ‘the text’. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.
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Introduction
State the ohjectives of the work and provide an adequate background, aveiding a detailed literature
Sunvey or a summanry af the results.

Material and Methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be
imdicated by a reference: only relevant modifications should be described. Since there are significant
differences in skeletal structure and remodeling between the sexes and strains, it is essential that all
animal studies report the age, sex, and strain (e.g., CS7BL/E) of animals used.

Theory/calculation
A Theory section should extend, nat repeat, the background te the article already dealt with in the
Intreduction and |-a'.' the foundation for further work. In contrast, a Calculation section reprua'ﬂs a
prad:ical ﬂE'l'HI'.‘IFImE"ﬂ fram a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive dtations and discussion of published
literature.,

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Condusions section, which may stand
alone or form a subsection of a iscussion or Results and Discussion section.

Essential title page information

+ Tithe. Concise and infermative. Titles are often used in information-retrieval systems. Awvoid
abbreviations and formiulae where pessible.

= Author names and affifistions. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names, Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, it available, the
e-mail address aff each author.

+ Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspandence at all stages of refereging
and publication, alss post-publication. Ensure that the e-mall address Is glven and that contact
detalls are kept up to date by the corresponding author.

* Presant/ permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a ‘Present address' (or "Permanent address’) may be indicated as
a feotmote bo that authee's name. The address at which the author actually did the wark must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used far such footnobes,

Abstract

A& concise and fachual abstract is required. The abstract should state briefly the purpase of the
research, the principal results and major conclusions. An abstrack is often presented separately fram
the artide, so it must be able to stand alone. For this reason, Referenoes should e avoided, bt if
essential, then dte the authors) and year(s). Alse, non-standard or uncommon abbreviations should
b avpided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstrad itsell.

Graphical abstract

Althouwgh a graphical abstract is eptional, its use is encouraged as it draws more attention bo the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the artice in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission systern. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 = 1328 pixels (h = w) or proportionally more, The image should be readable at a size of 5 =
13 orn using a regular screen resclution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See https:/fwww_elsevier com/ graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirensents: [iustration Service,
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Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points thak comeey
the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online submission
system. Please use Highights in the file name and include 3 to 5 bullet paints {maximum 20 words
per bullet point). See http://wew.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and', 'of’). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
af the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
menkicn there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the artide before the references and do
not, therefore, indude them on the title page, as a footnobe b the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the ressarch (e.g., providing language help, writing assistance
ar proofl reading the article, etc. ).

Genbank

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processars build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the case,
indicate the position of footnotes in the text and present the foctnotes themselves separately at the
end af the artide.

Elactronic artwork

Genaral points

+ Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

+ Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbal, Courier.

= Number the illustrations according to their ssquence in the bext.

+ Use a logical naming convention for your arbwork files.

+ Indicate per figure if it Is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

+ For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a
single file at the revision stage.

+ Pleaze note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files.
A detailed guide on electronic artwork is available on our website:

https: /wew. elsevier comyartworkinstructions.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detalled Information are glven here.
Formats

Regardless of the application used, when your eledtronic artwork s finalized, please ‘save as’ or
comvert the images to one of the fallowing formats (nobe the resolutien requirements for line drawings,
halftenes, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as ‘graphics’.

TIFF (or IPE): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF (or 1PG): Bitmapped ling drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF {or JPG): Combinations bitmapped ling/half-tone {color of grayscale): a minimum of 500 dpi
& required.

Please do not:

+ Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is oo low.
+ Supply files that are too low in resolution.

+ Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Colar armwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
M5 Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color anline (e.g., SdenceDirect and other sites) regardiess of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction In print, you will recelve
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Information regarding the costs from Elsevier after recelpt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. For further information on the preparation
of electronic artwork, please see https: /fwww_elseviercom/artworkinstructions.

Illustration services

Elsevier's WebShop (http://webshop.elseviercom/fillustrationsenvices) offers Nlustration Services
to authors preparing to submit a manuscript but concerned about the guality of the images
acoompanying their article. Elsevier's expert illustrators can produce sdentific, technical and medical-
style images, as well as a full range of charts, tables and graphs. Image "polishing’ is also available,
where aur illustrators take your image(s) and improve them to a professional standard. Please visit
the website to find out mare.

Figure caplions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (ot on the figure
itsell) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themsehes to a minimum but
explain all symbals and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

References

Citation in fext

Please emsure that every reference cibed in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references dhed in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are induded in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and showld indude a substitution of the publication date with either 'Unpublished results’ or
"Personal communication'. Citation of a referemce as 'in press’ implies that the item has been accepted
for publication.

Reference fimks

Increasad discoverability of research and high gquality peer review are ensured by onling links to
the sources cited. In order by allow us to create links bo abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossAel and PubMed, please ensure that data provided in the references are cormect. Please
nobe that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
001 is encouraged.

Wel references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (D01, author names, dates, reference to @ source publication, ebc.),
should alse be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading il desired, or can be induded in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words “this issue’ are added to amy references in the list (and any citations in
the text) to other artides in the same Special Issue.

Reference management soffware

Maost  Elsevier jourmnals have their reference template avallable in many of the
mast popular reference  management software products. These include all  produds
that support Citation Style Language styles (hitp://citationstyles.org), such as Mendeley
{hitp:/ fwww. mendeley. com/features/reference-manager) and Zobero (https://wws.zotero.org)), as
well as EndMote (hitp://endnote.com/downloads/styles). Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal templabe when preparing their
article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's shyls.
If no template is yet available for this jourmal, please follow the format of the sample references and
citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this joumal by cicking the following
link:
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hitp://open.mendeley. com/use-citation-style/bone
When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendealey plug-
ins for Microsoft Word or LibreOMice.

Referance

There are no strict requirements on reference formatting at submission. Referances can be in any style
or format &s long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter titlefarticle title, year of publication, volume number/boak chapter and the pagination
must be present. Use of DOT is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted artide by Elsevier at the proof stage. Mote that missing data will be highlighted
at proof stage for the author bo corredt. If you do wish to format the references yoursel! they should
be arranged according bo the following examples:

Referance style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in ling with the text. The actual authors
can be refarred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: "..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [B] obtained a different result ...."

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear
in the text.

Exampies:

Reference to a journal publication:

[1]1. van der Geer, 1.A.). Hanraads, FLA. Lupten, The art of writing a sdentific artidle, . Sci. Commun.
163 (2010} 51-59.

Reference o a book:

[2] W. Strunk Jr,, E.B. White, The Elements of Style, fourth 2d., Longman, New York, 2000,
FRelerence to a chapter in an edited book:

[3]) G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S. Jones, R.Z.
Smith {Eds.), Intreduction b the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York, 2000, pp. 281-304,

Journal abbrevialions souoe
Journal names should be abbreviated according te the List of Title Word Abbreviations:
nitp:/fwww. issn.org/ servicesfonline-servioes acoess-to-the-1bway .

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animaticen files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or kable by referring to the video or animatien content and noking in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order ko ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB. Vides and animation files supplied will be published online in the aledtronic version
of your artide in Elsevier Web products, including ScienceDirect: hittp://www.sdencedirect.com.
Please supply ‘stills' with your fles: you can choose any frame from the video or animation or
make a ssparate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the
link to your vides data. For more detailed instructions please visit our vided instrudtion pages at
nttps://www. elsevier comyartworkinstructions. Nobe: since video and animation cannot be embeddead
in the print wersion of the journal, please provide text for both the electronic and the print version
for the partions of the article that refer to this content.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online artice on
Sdencelirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and
to help readers understand what the paper is about. More information and examples are available at
hittps:/fwwe. elsevier com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive an invitation
e-mail to create an AudicSlides presentation after acceptance of their paper.

Supplementary material

Supplementary material can support and enhance your scientific research. Supplementary files
offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-resclution images,
background datasets, seund clips and more. Please note that such items are published online exactly
as they are submitted; there is no typesetting involved (supplementary data supplied as an Excel
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