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Resumo: A neoformacédo 6ssea em defeitos criticos em calvéria de ratos depende fortemente das
propriedades osteocondutoras dos enxertos e biomateriais. Ainda € controverso se 0s
biomateriais podem substituir os enxertos de 0sso autdgeno e se a suplementacdo dos
biomateriais com Proteinas Osseas Morfogenéticas (BMPs) é necessaria para melhorar a
formacdo Ossea. Examinamos defeitos criticos em calvaria de ratos (5 mm de didmetro) tratados
com B-tricélcio fosfato (TCP; Cerasorb ® M), gel de acido polilatico e poliglicélico (PLA/PGA;
Fisiograft®) e cimento de fosfato de calcio (CPC; Norian® CRS®), isoladamente ou na presenca
de 5ug de BMP-2 ap6s 45 dias. Defeitos tratados com enxerto de 0sso autdégeno particulado e
defeitos ndo tratados serviram como controle. A formacg&do 6ssea foi avaliada com base na anélise
de uCT, anélise histomorfométrica e analise de fluorescéncia. Nés relatamos que o TCP apoia a
formagdo Ossea de forma mais eficiente do que o enxerto de 0sso autégeno particulado.
A formacéo 6ssea na presencga de TCP sozinho atingiu um nivel maximo de neoformag&o 6ssea,
enquanto que a suplementagdo de BMP-2 falhou em melhorar a neoformagdo Ossea. Em
contrapartida, ndo houve diferenca significativa na formacdo déssea quando o PLA / PGA e 0
CPC foram comparados ao enxerto autdégeno. Além disso, a presenca de BMP-2 nédo alterou
substancialmente as propriedades osteocondutoras de PLA/PGA ou de CPC. Conclui-se que as
propriedades osteocondutoras do TCP sdo superiores aos dos enxertos autégenos e que o TCP
ndo exige suplementacdo de BMP-2. Nossos resultados tambem mostram que a diminui¢do da
capacidade osteocondutora do PLA/PGA e do CPC nédo podem ser superadas pela suplementagéo
de BMP-2 em defeitos de calvaria de ratos.

Palavras-Chaves: Modelo animal; regeneracdo ¢ssea, BMP (proteina déssea morfogenética);

cimento de fosfato de calcio; &cido polilatico; engenharia de tecido 6sseo.
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Abstract: Bone formation in critical-sized calvaria defects is strongly dependent on the
osteoconductive properties of grafts. It remains a matter of controversy whether biomaterials can
replace autografts and whether the supplementation of biomaterials with Bone Morphogenetic
Proteins (BMPs) is necessary to enhance bone formation. We examined rat calvaria critical-sized
defects (5mm diameter) treated with B-tricalcium phosphate (TCP; Cerasorb® M), polylactic and
polyglycolic acid gel (PLA/PGA; Fisiograft®) and calcium phosphate cement (CPC; Norian®
CRS®), either alone or in the presence of 5ug of BMP-2 after 45 days. Autografts and untreated
defects served as controls. Bone formation was evaluated based on pCT analysis,
histomorphometric analysis and fluorescence analysis. We report that TCP supported bone
formation more efficiently than did autografts. Bone formation in the presence of TCP alone
reached a maximal level, as BMP-2 supplementation failed to enhance bone formation. By
contrast, no significant difference in bone formation was observed when PLA/PGA and CPC
were compared to autografts. Moreover, the presence of BMP-2 did not substantially change the
osteoconductive properties of PLA/PGA or CPC. We conclude that the osteoconductive
properties of TCP are superior to those of autografts and that TCP does not require BMP-2
supplementation. Our findings also show that the decreased osteoconductive properties of

PLA/PGA and CPC cannot be overcome by BMP-2 supplementation in rat calvaria defects.

Keywords: Animal model; bone regeneration; BMP (bone morphogenetic protein); calcium

phosphate cement; polylactic acid; bone tissue engineering.
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Introducéo

O uso de biomateriais em vez de enxerto dsseo autdgeno é uma esperanga a muito tempo
em cirurgia reconstrutiva [1]. Os biomateriais podem fornecer uma matriz osteocondutora que
guia a formacdo de tecido 0sseo no interior do defeito ou da &rea enxertada. Melhorar as
propriedades osteocondutoras dos biomateriais € uma tarefa importante na pesquisa e na
indUstria de biomateriais. Ndo € de surpreender que os biomateriais sdo suplementados com
fatores de crescimentos para aprimorar o processo de formacao déssea e, assim, a consolidacdo do
biomaterial. A principal tarefa, no entanto, reside na criagédo de um biomaterial com propriedades
osteocondutoras favoraveis que sdo semelhantes ou mesmo superiores aos enxertos 0sseos
evitando a necessidade da suplementacdo de fatores de crescimento.

Os fatores de crescimento, incluindo as proteinas dsseas morfogenéticas (BMPs), podem
apoiar o processo de formagdo dssea, no entanto, as preocupagoes sobre a sua utilizacao tém sido
levantadas. Por exemplo, nem sempre é evidente que exista uma melhora do processo de
neoformacdo 6ssea que justifique os altos custos do biomaterial e também os possiveis efeitos
colateriais da associacdo de fatores de crescimento aos biomateriais. O FDA aprovou a
combinacdo de BMPs ao colageno para aplicagdes ortopedicas [2] e odontoldgicas [3]. No
entanto, as combinagdes de outros biomateriais com BMPs ainda ndo foram aprovadas [1, 4-5].

Tentativas iniciais para identificar carreadores apropriados para BMPs foram realizadas
com grandes expectativas. Por exemplo, o TCP [6-7], PLA/PGA [8-9] e cimento de fosfato de
calcio [10-11] foram testados devido as suas capacidades de manter as propriedades
osteoindutoras da BMP-2 em modelos pré-clinicos. No entanto, as conclusdes desses estudos ndo
sdo convincentes, pois a formacgao 0ssea ndo é necessariamente reforcada pela suplementacgdo de

BMP-2 [7, 9, 11-12]. Assim, nem todos os biomateriais suportam as propriedades osteoindutoras
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da BMP-2. Atualmente ainda ndo esta claro qual dos trés biomateriais disponiveis no mercado
(TCP, Cerasorb® M; PLA/PGA; Fisiograft®; CPC, Norian® CRS®) permite a maxima
formacdo dssea e se a sua suplementacdo com BMP-2 provoca um aumento substancial na
neoformacdo 6ssea no defeito 0sseo.

Os modelos animais tém sido a base de estudo do impacto de biomateriais carreagados
com BMP-2 na neoformacdo 6ssea [13]. H& um consenso de que a prova de estudos deve seguir
0 principio da arvore filogenética, comecando com modelos roedores [14]. A calota craniana de
ratos € exemplar, para uso em modelo de defeitos dsseos de tamanho critico em que a BMP-2
pode exercer sua capacidade osteoindutora [9, 15-16]. Mesmo que este seja um defeito de
modelo ortotopico, as bordas entre o tecido 6sseo da calvaria e o biomaterial residual prevéem
uma situacdo desafiadora para a neoformacdo 0ssea em abranger toda a extensdo do defeito.
Outra vantagem do modelo de calvéaria de ratos € a sua reprodutibilidade e a capacidade de
avaliar o resultado do estudo com base na analise histomorfométrica de micro tomografia
computadorizada (uCT) e andlise histomorfométrica padrdo, mantendo a variacdo interna
experimental baixa [14]. Estes argumentos suportam a utilizacdo deste modelo em nosso estudo.

No presente estudo, comparamos as propriedades osteocondutoras do enxerto autégeno
particulado e de trés biomateriais associados ou ndo & BMP-2 em defeitos criticos em calvaria de
ratos por meio de andlise histomorfométrica de uCT, andlise histomorfométrica padrao e analise

de microscopia de fluorescéncia.
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Material e Métodos
Desenho de estudo e ética

Vinte ratos Wistar (90 dias de idade) foram adquiridos do Centro de Animais da
Universidade Estadual Paulista e mantidos a uma temperatura de 22 ° C em um ciclo de 12 horas
claro/12-h escuro com livre acesso a agua e ragdo para roedores. Um total de 40 defeitos criticos
em calvaria (5 mm de didmetro) foram divididos aleatoriamente em 8 grupos experimentais, com
um total de 5 defeitos por grupo experimental (n = 5). Os grupos experimentais foram o0s
seguintes: [1] 500-1000 pum de B- tricalcio fosfato (TCP) (Cerasorb ® M, Curassan Ltd.,
Alemanha) [2]; TCP acrescido de 5 pg de BMP-2 (R & D Systems, Inc., Minneapolis , MN,
EUA) [3]; gel de acido polilatico e poliglicolico (PLA / PGA) (Fisiograft ®, Ghimas SPA, Italia)
[4] PLA / PGA associado a BMP-2 [5]; cimento de fosfato de célcio (CPC) (Norian® SRC®,
Craniofaciais Repair System®, Alemanha), e [6] CPC associado a BMP-2. Os outros dois grupos
experimentais foram o controle ndo tratado [7] e o controle enxerto de 0sso autdégeno particulado
[8]. O presente estudo respeitou 0s principios de cuidados com animais de laboratdrio e as leis
nacionais sobre o uso de animais. O estudo foi autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa

Animal da Universidade Estadual Paulista, Brasil (protocolo n © 2008-004517).

Procedimentos cirurgicos e marcagdes com fluorocromo

Apos anestesia geral com xilazina (0,03 mi/100 g de peso corporal [pc] / intraperitoneal
[ip]; Dopaser ® Laboratérios Calier SA, Barcelona, Espanha) e ketamina (7 ul / kg pc / ip; Fort
Dodge Saude Animal Ltda, Brasil ), a calvaria dos animais foram tricotomizadas e desinfectadas
com iodeto de polivinilpirrolidona (Industria Quimica e Farmacéutica Rioquimica Ltd, Brasil).

Ap0s técnicas de assepsia, foi feita uma incisdo através da pele da calota craniana e peridsteo, e
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retalhos de espessura total foram refletidos. Sob copiosa irrigacdo com solucdo salina estéril,
dois defeitos 6sseos de 5 mm de didmetro foram preparados com uma broca trefina (3i Implant
Innovations, Inc., Palm Beach Gardens, EUA) em cada animal, um defeito em cada regido
parietal. Os defeitos foram tratados como descrito acima, posteriormente o peridsteo foi
reposicionado e suturado com fio de sutura de acido polilactico (Vycril 5,0, Ethicon, Johnson
Prod., Sdo José dos Campos, Brasil). A pele foi suturada com fio de nailon (nailon 5.0,
Mononylon, Ethicon). Todos os animais receberam dose Unica de 20.000 Ul de penicilina G
benzatina (Pentabidtico, Veterinario Pequeno Porte, a Fort Dodge Saide Animal Ltda,
Campinas, Brasil) por via intramuscular. Os ratos receberam 20 mg / kg de peso corporal de
calceina (verde) e alizarina (vermelho) (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA) nos dias 15 e 30
pos-operatorio, respectivamente. Os ratos foram sacrificados por overdose anestésica aos 45 dias

apos o procedimento cirdrgico.

Processamento das amostras

As partes relevantes das calvarias foram removidas e fixadas em solu¢do neutra
tamponada de formalina 4%. As calvéarias foram divididas ao meio usando uma serra de alta
precisdo (Exakt Apparatebau, Norderstedt, Alemanha). As amostras foram desidratadas em
ordem crescente de &lcoois e incluidas em resina fotopolimerizavel (Technovit 7200 VLC +
BPO, & Co. Kulzer, Hanau, Alemanha). Os blocos foram digitalizados com um sistema de micro
tomografia computadorizada - uCT (vivaCT 75, Scanco Medical AG, Basserdorf, Suica), 70 mA
kV/114 com um tempo de integracdo de 1x380 ms em alta resolucdo (pixels = 21x21 mm). Os
blocos foram processados com auxilio do equipamento de corte e polimento Exakt (Exakt

Apparatebau) de acordo com método padronizado [17]. Os cortes foram preparados, em paralelo
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a sutura sagital e reduzido a uma espessura de cerca de 40 um, antes de serem corados com

corante de Levai-Laczko.

Analise histomorfométrica

As anélises foram realizadas a cego. Os cortes corados foram examinados por
microscopia de luz (Nikon Microphot-FXA, Nikon, Toquio, Japdo), e as imagens foram obtidas
com uma camera digital (Nikon DXM 1200) juntamente com um palco motorizado (Marzh&user
Wetzlar GmbH & Co KG, Wetzlar Steindorf, Alemanha). Fotos individuais foram montadas para
gerar imagens de toda a extensdo histologica (Lucia G 4,71, Laboratério Imaging Ltd, Brno,
Republica Checa) em uma resolucdo de 890 pxl / mm. A andlise foi restrita a &rea entre as
extremidades das duas bordas do defeito 6sseo. Baseado em imagens de forma interativa
desenhada em cores falsas (Adobe Photoshop, Adobe, San Jose, CA, EUA), o tecido 6sseo e 0s
substitutos 6sseos foram medidos com software para histomorfometria (Definiens Developer 7,
Munique, Alemanha). MedicGes bidimensionais do fechamento do defeito (uCT DC) e medicdes
tridimensionais da quantidade de volume de tecidos mineralizados (osso neoformado +
biomaterial) (uCT MV / TV) foram calculadas a partir das amostras de uCT. O volume de tecido
mineralizado por volume total de tecido (MV / TV), o volume de tecido 0sseo neoformado no
interior do defeito [volume ésseo (BV), em mm? volume de tecido 6sseo neoformado por
volume total de tecido (BV / TV)], o volume de substituto ¢sseo no defeito [volume de substituto
6sseo (SV) em mm? e volume substituto ésseo por volume de tecido (SV / TV)] foram
calculados a partir das amostras histologicas. As anélises qualitativas das marcagdes de
fluorocromo foram realizadas com o auxilio de um microscopio de epifluorescéncia Microphot-

FXA Nikon (Nikon, Tokyo, Japan).
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Anédlise Estatistica
Os dados foram analisados com compara¢Ges multiplas de meédias por contrastes de

Tukey. Diferenca estatisticamente significativa foi atribuida ao nivel de P <0,05.

Resultados
Anélise de Micro-CT

Imagens bidimensionais da vista por cima da calvaria fornecem informagfes sobre o
fechamento do defeito 6sseo em geral. O fechamento completo do defeito foi observado apenas
no grupo PB-tricalcio fosfato (TCP) e TCP suplementado com BMP-2. Os grupos de 0SS0
autogeno particulado (AG), acido polilatico e poliglicolico (PLA/PGA ou PL/PG) e cimento
fosfato de célcio (CPC) ndo foi observado fechamento completo do defeito. Além disso, nas
amostras em que o PLA/PGA e CPC foram suplementadas com BMP-2, também, ndo observou
fechamento completo do defeito 6sseo (Figura 1 e Figura 1 supplemento ).

Seguidamente, foi realizada uma analise quantitativa tri-dimensional da quantidade de
tecido mineralizado (biomaterial + tecido 6sseo neoformado) no defeito dsseo. A analise revelou
que 0 grupo 0sso autogeno particulado (AG), TCP sozinho, e TCP suplementado com BMP-2
tiveram uma tendéncia maior para formagéo de tecido mineralizado do que os grupos PLA/PGA
e CPC, mesmo quando suplementados com BMP-2 (Figura 2). Importante, ndo foram observadas
diferencas significativas quando os defeitos apresentam o0sso autdégeno particulado, TCP sozinho
ou TCP suplementado com BMP-2 foram comparados entre si. Em geral, estes dados fornecem a
primeira evidéncia de que o TCP sozinho e TCP suplementado com BMP-2 desempenharam

semelhante ao enxerto 6sseo autdgeno.
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Anélise quantitativa e qualitativa da histologia

Para entender melhor as propriedades osteocondutoras dos biomateriais, as analises
histolégicas foram realizadas. Como esperado a partir da analise de micro-CT, o local do defeito
0sseo originalmente tratado com TCP foi totalmente preenchido por um conglomerado de
biomateriais e 0sso neoformado. Remanescentes de TCP eram visiveis e estavam em intimo
contato com o tecido 6sseo. Além disso, no grupo TCP combinado com BMP-2, as observagoes
foram semelhantes. Defeitos que foram preenchidos com PLA/PGA ndo apresentaram
biomaterial residual, apenas um tecido conjuntivo fino fechando o defeito 6sseo. Neste grupo, a
suplementacdo com BMP-2 pode ter favorecido a formacgdo Ossea, o que foi observado em
algumas amostras. CPC também apresentou propriedades osteocondutoras, mas os defeitos ndo
foram totalmente preechidos por tecido 0sseo. A andlise histoldgica também fornece a impresséo
de que a suplementagdo com BMP-2 aumentou a degradacdo do CPC, o que foi confirmado
histomorfometricamente. Como esperado, nenhuma formacdo éssea substancial foi observada
nos defeitos do grupo controle (coagulo), enquanto o grupo 0sso autdégeno particulado resultou
no fechamento dos defeitos originais (Figura 3).

Exames histomorfométricos mostraram que o volume total de tecido mineralizado
(biomaterial + osso neoformado) reflete os resultados da anélise de micro-CT 3-dimensional
(Figura 4). Novamente, o TCP resultou em maior volume de tecido mineralizado comparado ao
grupo PLA / PGA (independente da presenca de BMP-2), mas este apresentou quantidade de
tecido mineralizado semelhante ao grupo CPC (independente da presenca BMP-2) e ao grupo
enxerto autdgeno particulado. Resultados similares foram observados para o grupo TCP
suplementado com BMP-2. Juntos, estes dados sugerem que o TCP apresenta propriedade

osteocondutora favoravel neste experimento.
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O proximo passo foi de distinguir entre tecido 6sseo neoformado e biomaterial residual
no local do defeito. O grupo TCP apresentou maior volume de tecido 6sseo neoformado que 0s
outros grupos (PLA / PGA, CPC, enxerto autdgeno particulado e as respectivas combinacdes
com BMP-2). A suplementagdo com BMP-2 ndo alterou os valores absolutos (BV) e relativos
(BV / TV) da neoformacdo Ossea para todos os biomateriais testados. Eventualmente, uma
tendéncia para um efeito positivo da BMP-2 foi observada com PLA / PGA. Curiosamente, a
formacdo de tecido 6sseo neoformado foi semelhante no grupo controle (coagulo — EC) e grupo
enxerto 6sseo particulado. Assim, o TCP apoia a formacdo de tecido 6sseo neoformado mais
eficiente do que os outros biomateriais e mais eficientemente do que o 0sso autdgeno particulado
(Figura 5a,b).

Quando se avalia a degradacao do biomaterial, um efeito torna-se ébvio, a suplementacéo
do CPC com BMP-2 suporta a degradacéo do biomaterial, que ndo foi o caso dos grupos TCP e
PLA / PGA. Estes dados sugerem que a BMP-2 ndo melhorou efetivamente a neoformacéo

dssea, mas aumentou a degradacéo do CPC (Figura 5c,d).

Coloracéo por fluorescéncia

Para compreender o impacto de biomateriais no processo ativo da consolidacdo do
enxerto, a neoformacdo 6ssea foi marcada com fluorocromos. De acordo com a anélise
morfoldgica, a formagdo 6ssea, como indicada pela coloracdo verde e vermelha, foi evidente e
ocorreu ao longo dos defeitos preenchidos com o TCP, independente da presenca de BMP-2.
Defeitos contendo PLA / PGA apresentaram apenas marcacdo fraca, que foi congruente com a
anélise morfoldgica, e nenhum efeito da suplementagdo com BMP-2 foi observada. A coloragéo

por fluorescéncia também ocorreu em defeitos preenchidos com o CPC, mas por inspegéo visual,
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mais fluorocromo foi incorporado em amostras contendo BMP-2. Além disso, o padrdo de
coloracdo indica maior remodelacdo com BMP-2 do que nos respectivos controles CPC. A
distribuicdo da coloracdo verde e vermelha indica que a formacgdo Gssea ocorreu de forma
continua entre os dias 15 e 30 dias pos-cirargicos, independente do biomaterial, porém ocorreu
de forma mais eficaz nos grupos TCP e TCP + BMP-2 (Figura 6). Imagens de maior aumento
destacam o fato de que os achados histologicos e a os achados da colora¢do com fluorocromos
sdo congruentes. Estas andlises detalhadas fornecem uma visdo sobre as propriedades

osteocondutoras do TCP e da falta de mudancas visiveis apos a adigdo de BMP-2 (Figura 7).

Discusséo

A BMP-2 é considerada um fator osteoindutor que melhora o processo de consolidagado
do biomaterial. No entanto, a BMP-2 é aplicada com uma esponja de colageno, que ndo ha
propriedade de manutencdo de espago. Assim, novos conceitos focam o processo de
mineralizacdo e as propriedades osteocondutoras dos biomateriais para servir como carreadores
de BMP-2. No entanto, surgem duvidas, de qual biomaterial é adequado para servir como
carregador da BMP-2 e se a suplementacdo de biomaterial com BMP-2 oferece uma vantagem
substancial para o processo global da consolidacdo do biomaterial. Este estudo em ratos
demonstrou que as propriedades osteocondutoras do TCP ocorreram de forma mais favoravel em
relacdo ao PLA / PGA, CPC e ao enxerto de 0sso autdgeno particulado. Além disso, este achado
principal foi independente da presenca de BMP-2. Especificamente, os resultados do nosso
estudo sugerem fortemente que o TCP sozinho induz a completa mineralizacdo dos defeitos de
tamanho critico em calvarias de ratos. Assim, o TCP é um biomaterial eficaz, porque o

fechamento completo do defeito 6sseo pode ser alcancado aos 45 dias pos-operatorios.
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Nossos resultados sdo importantes porque o TCP desempenhou melhor do que os outros
dois biomateriais, assim como do que o enxerto de 0sso autdgeno particulado. Se considerarmos
que a coleta do enxerto autdgeno estd associada com morbidade do sitio doador e tem o
inconveniente de quantidades limitadas de material disponivel, nossos resultados sugerem que 0
TCP pode servir como uma alternativa ao enxerto de 0sso autoégeno particulado, pelo menos nas
condigdes experimentais propostas. Nossos resultados também sdo importantes porque as
propriedades osteocondutoras do TCP ndo foram reforgadas com a adicdo de BMP-2, um fator
de crescimento que € caro e que estéa associado a efeitos colaterais. Assim, nossos dados sugerem
que nao é necessario ou mesmo Util fazer a complementacdo do TCP com BMP-2, nas condicdes
experimentais propostas. Estes dois achados importantes apoiam a afirmacdo de que nds
identificamos um biomaterial disponivel, que € aprovado para aplicacfes clinicas especificas e
que promove a neofomacédo 6ssea em um local de defeito cirdrgico.

O achado de que o TCP foi melhor que o enxerto de 0sso autégeno particulado no
modelo de calvéria de ratos esta pelo menos parcialmente de acordo com estudos anteriores da
literatura que mostram que o TCP e o enxerto de 0sso autdgeno igualmente apdiam a
neoformacdo Ossea [13, 18-20]. Também, a literatura mostra que o TCP associado ao 0sso
autogeno particulado apresentou melhor desempenho que 0 0sso autdgeno particulado sozinho
[21], suportando a potente propriedade osteocondutora deste biomaterial. Também, a
suplementacdo de BMP-2 ao TCP, na dose utilizada neste estudo (5 ug) e na dose ainda maior
(15 ng), apresentou resultados semelhantes ao enxerto autégeno [7]. Este achado é consistente
com nosso estudo, onde se observou que o TCP associado a BMP-2 ndo melhora a formagéo
Ossea. Apenas TCP carregado com uma dose muito maior de BMP-2 apresentou um aumento

satisfatorio na formagdo Ossea em relacdo ao TCP sozinho [6-7, 22]. Além disso, a
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suplementacdo de paratormonio ao TCP ndo melhora a formacdo dssea em relacdo ao TCP
sozinho [23].

O CPC por si s6 ndo é superior ao enxerto de 0sso autdégeno, que esta de acordo com
estudos anteriores [24]. Por outro lado, CPC e PLA / PGA carregados com BMP-2 néo
melhoraram a neoformacéo 0ssea, em contraste com estudos anteriores que mostraram melhores
resultados ap0s a suplementacdo com BMP-2, porém, os efeitos observados sao dose dependente
[08-12]. Estudos anteriores em conjunto com nosso estudo sugerem que o TCP é um biomaterial
que pode executar tdo bem, ou melhor, do que o enxerto de o0sso autdgeno particulado. A
relevancia clinica destes resultados é baseada no uso mundial do TCP, do PLA / PGA e do CPC
como alternativas ao enxerto autdgeno. E provéavel que as propriedades osteocondutoras desses
biomateriais ndo sejam substancialmente (caso exista) afetadas pelo local do defeito. Este achado
sugere que, em um cenario clinico, o TCP pode fornecer favoraveis propriedades de
osteoconducdo. Também, de potencial importancia clinica é o fato de que as propriedades
osteocondutoras do TCP ndo puderam ser aprimoradas com a dosagem indicada de BMP-2,
sugerindo que ndo sdo necessarios esforcos adicionais para melhorar o pardmetro de evolugéo
clinica da neoformacéo 0ssea.

Considerando as limitacOes deste estudo, estes achados s&o baseados em um modelo
experimental em calvaria de ratos, que ndo representa totalmente todos os defeitos humanos.
Mesmo que as calvarias de ratos sdo de tamanho critico e as condi¢des para a neoformacao dssea
sdo mais severas, o local do defeito € limitado a 5 mm de diametro, o qual pode ser menor do que
os defeitos que acometem os seres humanos. Além disso, o suprimento vascular e a presenca de
celulas osteoprogenitoras sdo fatores favordveis da calvéria de ratos, que ndo € 0 caso em

pacientes idosos que apresentam comprometimento da capacidade de regeneracdo 0ssea. Assim,
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ndo se pode excluir que a suplementacdo de TCP e outros biomateriais com BMP-2 podem
apresentar um efeito benéfico no processo de consolidagdo 6ssea. No nosso modelo experimental
a regeneracdo 0ssea foi considerada normal. Outra limitacdo do nosso estudo é o desenho do
estudo. Noés selecionamos um periodo de observacdo de apenas cinco defeitos por grupo
experimental. No entanto, as diferencas entre os grupos foram grandes, permitindo realizar uma
andlise estatistica. As limitacbes de nosso estudo fornecem uma base para futuros estudos.
Baseado em nossos achados, estudos futuros deverdo avaliar se o TCP apresenta resultados
satisfatorios sem a suplementacdo de BMP-2 em modelos experimentais com comprometimento
da regeneracdo Ossea, por exemplo, 0s casos de ratas ovarectomizadas, diabetes e os ratos
tratados com glicocorticéides. Além disso, os dados sobre a administracdo da BMP-2 e periodos
de observacgéo anterior a 45 dias de pds-operatorio pode estender os resultados atuais. Um estudo
futuro, também deve determinar as propriedades osteocondutoras do TCP sozinho e com
suplementacdo de BMP-2 em defeitos dsseos maiores, como aqueles que podem ocorrer nos

seres humanos.

Concluséao

Os resultados aqui apresentados indicam que a neoformacdo 0Ossea atingiu um nivel
maximo quando os defeitos de calvaria de ratos foram preenchidos com TCP. Nem PLA / PGA,
nem CPC sozinhos e nem os biomateriais na presenca de 5ug de BMP-2 puderam melhorar os
resultados observados com o TCP sozinho. Novos estudos devem ser realizados com o TCP para

desvendar o potencial osteocondutor deste biomaterial na regeneracdo 0ssea.



30

Agradecimentos

Os autores agradecem Patrick Heimel por seus célculos com base no software Definiens
Developer. Petra Pokorny pelo apoio estatistico, Toni Dobsak pelo apoio as ilustracdes, o Dr.
Georg Watzek e o Dr. Hanns Plenk. Esta pesquisa recebeu auxilio da FAPESP (Fundacao de

Amparo a Pesquisa do Estado de So Paulo), nimero do projeto 2008/10516-6.

Referéncias

[1] Haidar ZS, Hamdy RC, Tabrizian M. Delivery of recombinant bone morphogenetic proteins
for bone regeneration and repair. Part A: Current challenges in BMP delivery. Biotechnol Lett.
2009;31:1817-24.

[2] Axelrad TW, Einhorn TA. Bone morphogenetic proteins in orthopaedic surgery. Cytokine
Growth Factor Rev. 2009;20:481-8.

[3] Triplett RG, Nevins M, Marx RE, Spagnoli DB, Oates TW, Moy PK, et al. Pivotal,
randomized, parallel evaluation of recombinant human bone morphogenetic protein-2/absorbable
collagen sponge and autogenous bone graft for maxillary sinus floor augmentation. J Oral
Maxillofac Surg. 2009;67:1947-60.

[4] Haidar ZS, Hamdy RC, Tabrizian M. Delivery of recombinant bone morphogenetic proteins
for bone regeneration and repair. Part B: Delivery systems for BMPs in orthopaedic and
craniofacial tissue engineering. Biotechnol Lett. 2009;31:1825-35.

[5] Issa JP, Bentley MV, lyomasa MM, Sebald W, De Albuguerque RF. Sustained release
carriers used to delivery bone morphogenetic proteins in the bone healing process. Anat Histol

Embryol. 2008;37:181-7.



31

[6] Sohier J, Daculsi G, Sourice S, de Groot K, Layrolle P. Porous beta tricalcium phosphate
scaffolds used as a BMP-2 delivery system for bone tissue engineering. J Biomed Mater Res A.
2010;92:1105-14.

[7] Dohzono S, Imai Y, Nakamura H, Wakitani S, Takaoka K. Successful spinal fusion by E.
coli-derived BMP-2- adsorbed porous beta-TCP granules: a pilot study. Clin Orthop Relat Res.
2009;467:3206-12.

[8] Johnson EE, Urist MR, Finerman GA. Bone morphogenetic protein augmentation grafting of
resistant femoral nonunions. A preliminary report. Clin Orthop Relat Res. 1988:257-65.

[9] Schliephake H, Weich HA, Dullin C, Gruber R, Frahse S. Mandibular bone repair by
implantation of rhBMP-2 in a slow release carrier of polylactic acid--an experimental study in
rats. Biomaterials. 2008;29:103-10.

[10] Bai B, Yin Z, Xu Q, Lew M, Chen Y, Ye J, et al. Histological changes of an injectable
rhBMP-2/calcium phosphate cement in vertebroplasty of rhesus monkey. Spine (Phila Pa 1976).
2009;34:1887-92.

[11] Seeherman HJ, Azari K, Bidic S, Rogers L, Li XJ, Hollinger JO, et al. rhBMP-2 delivered in
a calcium phosphate cement accelerates bridging of critical-sized defects in rabbit radii. J Bone
Joint Surg Am. 2006;88:1553-65.

[12] Sorensen RG, Wikesjo UM, Kinoshita A, Wozney JM. Periodontal repair in dogs:
evaluation of a bioresorbable calcium phosphate cement (Ceredex) as a carrier for rhBMP-2. J
Clin Periodontol. 2004;31:796-804.

[13] Jensen SS, Broggini N, Hjorting-Hansen E, Schenk R, Buser D. Bone healing and graft
resorption of autograft, anorganic bovine bone and beta-tricalcium phosphate. A histologic and

histomorphometric study in the mandibles of minipigs. Clin Oral Implants Res. 2006;17:237-43.



32

[14] Muschler GF, Raut VP, Patterson TE, Wenke JC, Hollinger JO. The design and use of
animal models for translational research in bone tissue engineering and regenerative medicine.
Tissue Eng Part B Rev. 2010;16:123-45.

[15] Schwarz F, Ferrari D, Sager M, Herten M, Hartig B, Becker J. Guided bone regeneration
using rhGDF-5- and rhBMP-2-coated natural bone mineral in rat calvarial defects. Clin Oral
Implants Res. 2009;20:1219-30.

[16] Marden LJ, Hollinger JO, Chaudhari A, Turek T, Schaub RG, Ron E. Recombinant human
bone morphogenetic protein-2 is superior to demineralized bone matrix in repairing craniotomy
defects in rats. J Biomed Mater Res. 1994,;28:1127-38.

[17] Donath K. Die Trenn-Dunnschliff-Technik zur Herstellung histologischer Préparate von
nicht schneidbaren Geweben und Materialien. Deutsche Zeitschrift fur Mund-, Kiefer- und
Gesichts-Chirurgie. 1988;34:197-206.

[18] Schlegel KA, Rupprecht S, Petrovic L, Honert C, Srour S, von Wilmowsky C, et al.
Preclinical animal model for de novo bone formation in human maxillary sinus. Oral Surg Oral
Med Oral Pathol Oral Radiol Endod. 2009;108:37-44.

[19] Weijs WL, Siebers TJ, Kuijpers-Jagtman AM, Berge SJ, Meijer GJ, Borstlap WA. Early
secondary closure of alveolar clefts with mandibular symphyseal bone grafts and beta-tri calcium
phosphate (beta-TCP). Int J Oral Maxillofac Surg. 2010;39:424-9.

[20] Szabo G, Huys L, Coulthard P, Maiorana C, Garagiola U, Barabas J, et al. A prospective
multicenter randomized clinical trial of autogenous bone versus beta-tricalcium phosphate graft
alone for bilateral sinus elevation: histologic and histomorphometric evaluation. Int J Oral

Maxillofac Implants. 2005;20:371-81.



33

[21] Dai LY, Jiang LS. Single-level instrumented posterolateral fusion of lumbar spine with
beta-tricalcium phosphate versus autograft: a prospective, randomized study with 3-year follow-
up. Spine (Phila Pa 1976). 2008;33:1299-304.

[22] Zhao J, Hu J, Wang S, Sun X, Xia L, Zhang X, et al. Combination of beta-TCP and BMP-2
gene-modified bMSCs to heal critical size mandibular defects in rats. Oral Dis. 2010;16:46-54.
[23] Yun JI, Wikesjo UM, Borke JL, Bisch FC, Lewis JE, Herold RW, et al. Effect of systemic
parathyroid hormone (1-34) and a beta-tricalcium phosphate biomaterial on local bone formation
in a critical-size rat calvarial defect model. J Clin Periodontol. 2010;37:419-26.

[24] Afifi AM, Gordon CR, Pryor LS, Sweeney W, Papay FA, Zins JE. Calcium phosphate

cements in skull reconstruction: a meta-analysis. Plast Reconstr Surg. 2010;126:1300-9.



34

Figuras

Figura 1 - Imagens da micro-CT dos defeitos em calvéria de ratos tratados e ndo tratados:
defeitos calvaria aos 45 dias pds-operatdrios foram escaneados usando micro-CT. Imagens
representativas indicam que o fechamento completo do defeito nos grupos TCP, TCP+BMP-2 e
grupo 0sso autdgeno particulado (autograft). TCP: beta-tricalcio fosfato. Plus: mais; PLA/PGA:
acido polilatico e poliglicolico; CPC: cimento de fosfato de calcio; empty control: grupo controle

ndo tratado; autograft:grupo 0sso autdgeno particulado.
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Figura 1 suplemento - Andlise quantitativa de micro-CT dos defeitos da calvéaria de ratos: O
fechamento total do defeito foi observado apenas no grupo TCP e no grupo TCP suplementado
com BMP-2, mas ndo nos outros grupos tratados. A anélise estatistica indicou significancia
estatistica * P <0,05 entre TCP e PL / PG (a), TCP + BMP-2 e PL / PG (b), por comparagdes

maltiplas de medias: teste de Tukey.
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Figura 2 - Andlise quantitativa de micro-CT do total de tecido mineralizado (biomaterial +
tecido d6sseo neoformado) por total de tecido dos defeitos da calvaria de ratos. As analises
estatisticas indicaram significancia estatistica * P <0,05 entre o grupo TCP em relacdo ao PL /
PG (a), PL / PG + BMP-2 (b) e grupo controle (EC) (c), e entre TCP + BMP-2 em relagdo ao PL

/ PG (d), PL/ PG + BMP-2 (e) e EC (f) por comparactes multiplas de médias: teste de Tukey.
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Figura 3 - Imagens histoldgicas dos defeitos criticos em calvaria de ratos tratados e nao tratados:
os defeitos da calvaria aos 45 dias pos-operatorios foram submetidos a andlise histoldgica.
Imagens representativas indicam que o fechamento completo do defeito foi alcancado apenas nos
grupos TCP, TCP+BMP-2 e no grupo 0sso autdgeno particulado (autograft). (Coloracdo: Levai-

Laczko).
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Figura 4 - A analise quantitativa do total de volume de tecido mineralizado (biomaterial + 0sso
neoformado) por unidade de volume do tecido (MV/TV) em defeitos de calvéria de ratos: as
analises histomorfométricas demonstraram que o total de volume de tecido mineralizado do
grupo TCP foi superior ao volume observado em outros grupos. A analise estatistica indicou
estatisticamente significante *P <0,05 entre TCP e PL / PG (a), PL / PG + BMP-2 (b) e EC (c) e
entre TCP + BMP-2 e PL / PG (d) e PL / PG + BMP-2 (e). Comparac6es multiplas de médias:

teste de Tukey.
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Figura 5- Analise quantitativa de osso neoformado e biomaterial residual no local do defeito: as
andlises histomorfométricas mostraram um elevado nivel de formacao dssea no grupo TCP. a)
volume 6sseo neoformado (BV), b) volume 6sseo neoformado/volume total de tecido (BV/TV),
c) volume de substituto 6sseo (SBV), d) volume de substituto 6sseo /volume total de tecido
(SBV/TV). A) Andlise quantitativa de BV (mm?) mostrou diferenca estatisticamente significante
(* P <0,05) entre TCP e PL/PG (a), TCP e PL / PG + BMP-2 (b), TCP e CPC (c), TCP e CPC +
BMP-2 (d), TCP e grupo controle (EC) (e), TCP e grupo de 0sso autogeno particulado (AG) (f) e
entre TCP + BMP-2 e PG/PL (g), TCP + BMP-2 e PG/PL+ BMP-2 (h), TCP + BMP-2 e EC (i).
B) Andlise quantitativa dos BV / TV (%) apresentou diferenca estatisticamente significante (* P
<0,05) entre TCP e PL / PG (a), TCP e EC (b), TCP e AG (c) e entre TCP + BMP-2 e PL / PG
(d). C) e D) Analise quantitativa de BSV (mm?) e BSV / TV (%) apresentou diferenca
estatisticamente significante * P <0,05 entre CPC e CPC + BMP-2. Comparagdes multiplas de

médias: teste de Tukey.
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Figura 6 - Coloracéo de fluorescéncia dos defeitos de calvéria de ratos tratados e ndo tratados: de
acordo com a anélise morfologica, a formacdo 6ssea, como indicado pela coloracdo verde e
vermelha, apresentou-se coloracdo forte em todos os defeitos preenchidos com o TCP,
independente da presenga de BMP-2. Defeitos contendo PLA/PGA apresentaram apenas
coloracao fraca, que era congruente com a andlise morfoldgica, e nao foi observada diferenca
comparada ao grupo com suplementacdo de BMP-2. A coloragdo fluorescente também ocorreu
em defeitos preenchidos com o CPC, mas por inspecao visual, maior coloracdo de fluorocromo
foi incorporada nas amostras contendo BMP-2. Além disso, o padrdo de coloracdo no
CPC+BMP2 indica maior remodelamento 6sseo na presenca de BMP-2 do que no CPC. A
distribuicdo de coloracdo verde e vermelha indica que a formacdo 6ssea ocorreu de forma
continua entre os dias 15 e 30 dias pds-cirurgicos, independente do biomaterial, mas foi mais

eficaz nos grupos TCP e TCP+BMP-2.
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TCP'+ BMP-2

Figura 7 - Coloracdo de fluorescéncia de alta resolucdo nos defeitos 6sseos de calvaria de ratos
tratados com TCP: os achados histolégicos comparados & coloracdo de fluorocromo séo
congruentes. As areas onde a formacdo 0ssea esta indicada pela coloracdo vermelho-escuro na
cortes histolégicos tambeém apresentou coloracdo de fluorocromo verde e vermelho. Estas
analises detalhadas fornecem um conhecimento mais profundo das propriedades osteocondutoras

da TCP e da falta de mudancas visiveis ap0s a adicdo de BMP-2.
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Figura 8 suplemento — Imagem histoldgica em maior aumento do grupo TCP.
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Figura 9 suplemento — Imagens histolégicas em maior aumento dos grupos PLA/PGA e

PLA/PGA + BMP-2.
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Figura 10 suplemento — Imagens histoldgicas em maior aumento dos grupos CPC e CPC + BMP-

2.
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Figura 11 suplemento — Imagem histolégica em maior aumento do grupo controle sem

tratamento.
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Autégeno

Figura 12 suplemento — Imagens histoldgicas em maior aumento do grupo 0sso autdgeno

particulado



Figura 13 suplemento — Imagem histologica em maior aumento do grupo 0sso autdgeno

particulado.
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Certificamos que o Projeto “AVALIAGAO DE DIFERENTES
CARREADORES PARA BMP-2 NO PROCESSO DE REPARAGAO
OSSEA EM CAVIDADES CIRURGICAMENTE CRIADAS. ANALISE
HISTOMORFOMETRICA, IMUNOISTOQUIMICA E com
FLUOROCROMOS EM CALVARIAS DE RATOS" sob responsabilidade
de Dra ROBERTA OKAMOTO e colaboragio de Prof Dr IDELMO
GARCIA JUNIOR e PROF DR EDUARDO HOCHULI VIEIRA, ests de
acordo com os Principios Eticos na Experimentagao Animal (COBEA) e
foi aprovado pela CEEA de acordo com o protocolo no. 2008- 004517.

Aragatuba, 10 de julho de 2008,

(‘J A ,\.’I \A..Ag_(_ \\N‘o—h ol J-«L.a\'(.a‘_ v
Prof Dr* CRISTINA ANTONIALI SILVA
Presidente da CEEA - FOAUNESP
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Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts test.

which was congruent with the morphological analysis. and no effects
of BMP-2 supplementation were observed, Fluorochrome staining
also occurred in defects filled with CPC, but by visual inspection,
more fluorochrome was incorporated in specimens containing BMP-
2. Moreover. the staining pattern indicated more remodeling with
BMP-2 than in the respective CPC controls, The distribution of green
and red staining indicates that bone formation occurred continu-
ously between day 15 and day 30 post-surgery, independent of the
biomaterial, but occurred most effectively in the two TCP groups
(Fig. 6).

Higher magnification images highlight the fact that the histo-
logical findings and fluorochrome staining findings are congruent.
The areas where bone formation was indicated by dark red staining
in histology samples also accumulated green and red fluoro-
chromes. These detailed analyses provide deeper insight into the
osteoconductive properties of TCP and the lack of visible changes
after the addition of BMP-2 (Fig. 7).

4. Discussion

BMP-2 is considered an osteoinductive factor that enhances the
process of graft consolidation. BMP-2 is applied with a collagen
sponge that is not space maintaining. Hence, newer concepts focus
on mineralized, osteoconductive biomaterials to serve as BMP-2
carriers, However, questions arise, such as which biomaterial can
serve as a suitable carrier for BMP-2 and if biomaterial supplemen-
tation with BMP-2 provides a substantial advantage for the overall
process of graft consolidation. This study in rats demonstrates that
TCP processes the most favorable osteoconductive properties
compared to PLA/PGA, CPC and autologous bone. Moreover, this
main finding was independent of the presence of BMP-2. Specifically,
the results of our study strongly suggest that TCP alone causes
complete mineralization of critical size calvaria defects in rats. Hence,

TCP is an effective biomaterial because a complete successful defect
closure can be achieved by 45 days post-surgery.

Our findings are important because TCP performed better than
two other biomaterials as well as autografts. If we consider that
autograft harvesting is associated with donor site morbidity and
has the drawback of limited amounts of available material, our
findings suggest that TCP may serve as an alternative to autografts,
at least in the proposed experimental conditions. Our findings are
also important because the osteoconductive properties of TCP
could not be further enhanced by the addition of BMP-2, a growth
factor that is expensive and assoclated with side effects, Thus, our
data suggest that it is not necessary or even useful to supplement
TCP with BMP-2 in the proposed experimental conditions. These
two major findings support the contention that we have identified
an available biomaterial that is approved for clinical applications
that promotes targeted growth of new bone in a surgical defect
site,

The observation that TCP performed better than autografts in
the rat calvaria model is at least partially consistent with previous
studies showing that TCP and autografts equally support bone
formation [13,18--20). Also in agreement with our observations are
findings that TCP combined with autografts performed better than
autografts alone [21), supporting the potent osteaconductive pro-
perties of this biomaterial. Supplementation of BMP-2 with TCP in
the dose used in this study (5 pg) and an even higher dose (15 pg)
performed in a manner similar to autografts [7). This finding Is
consistent with our study, where we observed that TCP plus BMP-2
did not improve bone formation, Only TCP loaded with a much
higher dose of BMP-2 showed a satisfactory increase in bone
formation compared to TCP alone [6,7.22]. In addition, supple-
mentation of PTH with TCP did not improve bone formation
compared to TCP alone |23).

CPC alone is not superior to autografts, which Is in agreement
with previous studies |24). Moreover, CPC and PLA/PGA loaded
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substantially (if at all) affected by the defect site. This finding
suggests that in a clinical scenario, TCP may provide favorable
osteoconductive properties. Also of potential clinical relevance is
the fact that the osteoconductive properties of TCP cannot be
enhanced with the indicated dosage of BMP-2, suggesting that no
further efforts are necessary to improve the clinical outcome
parameter of bone formation.

Considering the limitations of this study, this suggestion is
based on findings from a rat calvaria model, which does not fully
represent all human defects, Even though the rat calvaria are of
critical size, and the conditions for bone formation are very strin-
gent, the defect site is restricted to 5 mm, which might be smaller
then the defects affecting humans, Moreover, blood vessel support
and thus the presence of osteoblast progenitors are favorable in rat
calvaria, which might not be the case in elderly patients with
compromised regenerative capacity. Thus, it cannot be ruled out
that supplementation of TCP and other biomaterials with BMP-2
may provide a beneficial effect on the graft consolidation process.
In our rat model, bone regeneration could be considered normal.
Another limitation of our study is the study design. We selected one
observation period and only five defects per treatment group,
which is a low power for a study, However, the differences among
the groups were large, allowing a statistical analysis to be under-
taken, The limitations provide a basis for future studies. Based on
our findings. future studies should evaluate whether TCP performs
favorably without BMP-2 in rat models of compromised regenera-
tion, eg., cases of ovariectomies, diabetes, and glucocorticoid-
treated rats, Moreaver, data on BMP-2 dosing and earlier observa-
tion periods might extend the current findings. A future study
should also determine the osteoconductive properties of TCP alone
and with BMP-2 supplementation in larger defects, such as those
that may occur in human patients.

5. Conclusion

The findings presented here indicate that bone formation
reached a maximum level when rat calvaria defects were filled with
TCP. Neither PLA/PGA nor CPC alone nor the same biomaterials in
the presence of 5 g of BMP-2 could improve upon the findings
observed with TCP alone. Moreover, the ability of TCP to directly
support bone formation in calvaria defects in a manner superior to
that of autografts supports our hope that we might overcome the
need to harvest autografts, at least when treating small critical-
sized defects. Thus, we need a more differentiated view regarding
autografts as the gold standard.
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Electronic artwork

General points

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

= Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.

= Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.
= Number the illustrations according to their sequence in the text.

= Use a logical naming convention for your artwork files.

« Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version.

= Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website: =+
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please "save as" or convert the
images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and
line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".

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

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.
DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft Office applications please
supply "as is".

Please do not:

« Supply embedded graphics in your wordprocessor (spreadsheet, presentation) document;

= Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low;

= Supply files that are too low in resolution;

= Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS 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 on the Web (e.g., ScienceDirect and
other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version.
For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier
after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color in print or on the Web
only. For further information on the preparation of electronic artwork, please see =+
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Please note: Because of technical complications which can
arise by converting color figures to "gray scale" (for the printed version should you not opt for color in print)
please submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Video Data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific research.
Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are strongly
encouraged to include these within the body of the article. This can be done in the same way as a figure or
table by referring to the video or animation content and noting 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
to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide the files in one of our
recommended file formats with a maximum size of 30 MB and running time of 5 minutes. Video and
animation files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web
products, including ScienceDirect: E+http://www.sciencedirect.com. Please supply ‘stills' with your files: you
can choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead of
standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed instructions please visit our
video instruction pages at E+http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the
print version for the portions of the article that refer to this content. Files can be stored on diskette, ZIP-disk
or CD (either MS-DOS or Macintosh).

After Acceptance

Proofs: One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding author and should
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be returned within 48 hours of receipt. The average amount of time between acceptance and receipt of
typeset proof is 6 working days. Papers are published in print within another 8 weeks upon receipt of author
corrections. Corrections should be restricted to typesetting errors. Any queries should be answered in full.
Please note that authors are urged to check their proofs carefully before return.

Elsevier now sends PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader©
version 7 (or higher) available free from E+http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html.
Instructions on how to annotate PDF files will accompany the proofs. The exact system requirements are
given at the Adobe site: Ehttp://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemregs.html#70win. If you do
not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies to the Query
Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections quoting line number. If, for any
reason, this is not possible, then mark the corrections and any other comments (including replies to the
Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post. Please
use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables
and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. We will do everything possible to get your article published quickly
and accurately. Therefore, it is important to ensure that all of your corrections are sent back to us in one
communication: please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be
guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of
your article if no response is received.

Track a Paper: Authors can track their paper status online after the paper has been accepted and
forwarded to the Publisher. Enter your Elsevier reference number (JBMT xxx) and the Corresponding
author's family name at the following web page: E+http://www.elsevier.com/trackarticle. Corresponding
authors will receive an acknowledgement email from Elsevier with the reference number and the family
name on it. Authors can also go to the 'track a paper' page by clicking onto the 'track a paper' button on the
left hand side of the journal home page. .

Offprints: The corresponding author will be provided with a PDF of the article via email. The PDF is a
watermarked version of the published article and includes a cover sheet with the journal cover image and a
disclaimer outlining the terms of use. Additional paper offprints can be ordered by the authors. An order
form with prices will be sent to the corresponding author.

Author Enquiries: For enquiries relating to the submission of articles (including electronic submission
where available) please visit this journal?s homepage. You can track accepted articles at =+
http://www.elsevier.com/trackarticle and set up e-mail alerts to inform you of when an article?s status has
changed. Also accessible from here is information on copyright, frequently asked questions and more.
Contact details for questions arising after acceptance of an article, especially those relating to proofs, will be
provided by the publisher.
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