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RESUMO 

 

 
Os materiais vítreos podem ser processados por diferentes rotas, dentre elas a convencional por 

fusão e solidificação ou por rota sol-gel, o que melhora sua bioatividade. O objetivo do presente 

estudo foi o de avaliar o comportamento biológico da vitrocerâmica Biosilicato® sintetizada 

pelo processamento sol-gel durante o processo de reparo ósseo em modelo animal. Para tanto, 

foram utilizados 30 ratos Albinus Wistar, machos, com cerca de três meses de idade e pesando 

em média 450 gramas. Os mesmos foram submetidos a procedimento cirúrgico para confecção 

de um defeito de 5mm de diâmetro no osso parietal direito e divididos em 2 grupos, de acordo 

com o biomaterial estudado: Grupo BS – defeitos preenchidos com Biosilicato® particulado 

convencional (180-212 µm), e Grupo BG – defeitos preenchidos com Biosilicato® particulado 

produzido via rota sol-gel (180-212 µm). Após os períodos de 7, 21 e 45 dias, os animais foram 

submetidos à eutanásia para remoção dos espécimes para serem preparados e submetidos para 

análise microscópica morfológica e imuno-histoquímica. Aos 7 dias do grupo BS observaram-

se partículas do biomaterial circundadas por tecido de granulação, no centro do defeito 

próximo e tecido ósseo neoformado próximo as suas paredes. Aos 21 dias, presença marcante 

de CGMs em contato com o biomaterial e aos 45 dias, biomaterial ora substituído por leucócitos 

MNs e CGMs ora circundado por tecido conjuntivo. Já no grupo BG aos 7 dias observaram-se 

numerosas partículas arredondadas do biomaterial circundadas por tecido de granulação. Aos 

21 dias, presença de CGMs em contato com o material e/ou em processo de fagocitose e 

aos 45 dias, eventuais partículas do biomaterial, em sua maioria substituído por leucócitos 

MNs e CGMs e presença de tecido conjuntivo. Para a quantificação de células positivas 

marcadas para os marcadores F4/80 (A), CD206 (B), TGFβ (C) e iNOS (D), considerando-se 

o número absoluto das células imunomarcadas houve diferença significativa entre os grupos 

BS (6,5± 3,33) e BG ( 20±7,55) aos 21 dias para o marcador TGFb. Concluiu-se que a rota 

sol-gel para síntese da vitrocerâmica testada modificou suas propriedades físico-químicas sem, 

no entanto, incitar um processo imune-inflamatório deletério, sendo necessários estudos 

futuros para associar estes resultados às propriedades de bioatividade e osteocondução para 

atestar sua capacidade de substituto ósseo. 

 

 

 

Palavras-chave: Imuno-histoquímica. Materiais biocompatíveis. Regeneração óssea. 

Substitutos ósseos. 
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ABSTRACT 

 

 
The vitreous materials can be processed by different routes, among them the conventional one 

by fusion and solidification or by route sol-gel, which improves their bioactivity. The objective 

of the present study was to evaluate the biological behavior of the glass-ceramic Biosilicato® 

synthesized by sol-gel processing during the bone repair process in animal model. For this, 30 

male Albinus Wistar rats were used, about three months old and weighing on average 450 

grams. They were submitted to a surgical procedure to make a 5mm diameter defect in the right 

parietal bone and divided into 2 groups according to the biomaterial studied: BS group - defects 

filled with conventional particulate biosilicate (180-212 μm), and Group BG - defects filled 

with particulate Biosilicate® produced via sol-gel route (180-212 μm). After the 7, 21 and 45 

day periods, the animals were submitted to euthanasia to remove the specimens to be prepared 

and submitted for microscopic morphological and immunohistochemical analysis. At 7 days of 

the BS group biomaterial particles were observed surrounded by granulation tissue, close to the 

defect wall and noticed if neoformed bone tissue at 21 days, the presence of CGMs in contact 

with the biomaterial and at 45 days, biomaterial ora replaced by leukocytes MNs and CGMs or 

surrounded by connective tissue, already in the BG group at 7 days there are numerous rounded 

biomaterial particles surrounded by granulation tissue at 21 days, presence of CGMs in contact 

with the material and / or in process of phagocytosis and at 45 days, any particles of the 

biomaterial, mostly replaced by leukocytes MNs and CGMs and presence of connective tissue. 

For the quantification of positive cells marked for the markers F4 / 80 (A), CD206 (B), TGFβ 

(C) and iNOS (D), considering the absolute number of the immunolabelled cells there was a 

significant difference between the BS and BG groups at 21 days for the TGFb marker. It is 

concluded that the sol-gel route for the synthesis of the glass-ceramic tested modified its 

physicochemical properties without, however, inciting a deleterious immune-inflammatory 

process, and future studies are necessary to associate these results with the properties of 

bioactivity and osteoconduction to attest its capacity of bone substitute. 

 

Key words: Biocompatible materials. Bone regeneration. Bone substitutes. 

Immunohistochemistry. 
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1 INTRODUÇÃO  

 
A comprovada eficácia da reabilitação bucal com próteses dentárias suportadas por 

implantes osseointegráveis em condições anteriormente consideradas como desfavoráveis pela 

deficiência anatômica óssea local, tem sido demonstrada pelos resultados satisfatórios de casos 

reconstruídos com diversos biomateriais substitutos ósseos indicados para este fim, além do 

tradicional enxerto ósseo autógeno [1,2]. A preferência pelos biomateriais se dá, 

principalmente pela não necessidade de se intervir cirurgicamente em um segundo sítio, 

mesmo que este seja da própria região bucal, podendo ou não ser abordado em ambiente 

ambulatorial ou hospitalar, e que pode causar morbidades que por vezes se sobrepõem ao 

propósito principal, a reconstrução óssea local [3,4]. Dentre as morbidades mais importantes 

estão as provenientes das regiões extrabucais, como as parestesias e paralisias da área doadora, 

especialmente das regiões de crista ilíaca, que podem ou não ser transitórias [5,6]. 

Vários são os tipos e origens dos biomateriais que podem ser utilizados para substituir 

os enxertos ósseos autógenos, como ossos de outros indivíduos da mesma espécie (ossos de 

banco), de espécies diferentes denominados xenoenxertos, ou ainda aqueles produzidos 

sinteticamente, conhecidos como aloplásticos. Estes últimos são divididos em quatro grandes 

classes: polímeros, metais, cerâmicas e naturais [7]. Dentre estes, destacam-se os materiais 

cerâmicos, mais especificamente as cerâmicas bioativas (ou biocerâmicas), assim denominadas 

devido à sua semelhança estrutural, química e física com a matriz mineral óssea [8] que 

conferem à elas a propriedade de bioatividade, cujo índice (IB) pode ser calculado pela seguinte 

fórmula: IB = 100/t0,5bb [9] e que corresponde ao tempo em dias para que mais da metade de sua 

superfície esteja em contato com o tecido no qual foi inserido [10]. As biocerâmicas por sua 

vez, podem ser de origem natural ou sintética, produzidas na forma de hidroxiapatita (HA), alfa 

ou beta-tricácio fosfato, fosfato de cálcio bifásico, vidros bioativos e vitrocerâmicas  [10]. 
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Para fins de substituição do tecido ósseo perdido, destacam-se os vidros bioativos 

devido ao seu alto grau de bioatividade e consequente forte ligação ao tecido ósseo neoformado 

[11]. O primeiro vidro bioativo foi sintetizado no final da década de 60 pelo pesquisador Larry 

Hench [9,12] pertencente ao sistema quaternário 45SiO2–24,5Na2O–24,5CaO–6P2O5 (45S5 

Bioglass), tendo sido preparado pelo método tradicional de fusão sob altas temperaturas 

(1.400oC). Devido à sua forte ligação com o tecido ósseo do hospedeiro, é considerado como 

padrão ouro para materiais regenerativos ósseos bioativos [13]. No entanto, a propriedade 

biomecânica resultante da síntese dos materiais vítreos nem sempre acompanha sua capacidade 

bioativa sendo que, de modo geral, os vidros bioativos apresentam altos índices de bioatividade, 

porém, baixas propriedades mecânicas e menor módulo de elasticidade quando comparados à 

cortical óssea humana [14]. Dentre eles, as cerâmicas e vitrocerâmicas apresentam melhor 

desempenho mecânico devido à introdução da cristalinidade ao material, o que por sua vez, 

diminuem seu índice de bioatividade. Devido a isto, na década de 1990, iniciaram-se os estudos 

sobre uma nova vitrocerâmica pertencente ao sistema quaternário SiO2-CaO-Na2O-P2O5, 

denominada Biosilicato® (Patente WO 2004/074199), obtida pelo processo de fusão e 

solidificação [15], sendo produzida na forma particulada no ano de 2003 [16] no Laboratório 

de Materiais Vítreos (LAMAV) da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar). Desde então, 

vários estudos vêm sendo realizados, tanto in vitro [17,18] como in vivo[19-24], revelando 

resultados bastante interessantes no que diz respeito à reparação óssea. Pensando na capacidade 

bioativa desta vitrocerâmica, Moura et al. (2007) [17] avaliaram os parâmetros da osteogênese 

in vitro do Biosilicato® foram avaliados utilizando-se células osteogênicas obtidas do osso da 

calvária de ratos recém-nascidos comparando-o com o Bioglass 45S5 e o “parente glass” 

Biosilicato®, revelando que a alta cristalinidade do material não prejudicou sua capacidade 

osteogênica, ao contrário, pareceu melhorar a formação de tecido bone-like nos meios de 

cultura. 
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Sabe-se que o aumento da área da superfície do material cerâmico melhora as 

possibilidades de reações que nela ocorrem, melhorando seu IB, podendo ser alcançado por 

diferentes rotas de síntese como o método sol-gel, o qual permite a obtenção de materiais com 

alta pureza e boa homogeneidade química a temperaturas relativamente baixas [25] Este 

processamento eleva a bioatividade dos materiais vítreos, possivelmente pela formação de 

pequenos poros na superfície e alta concentração de grupos silanol, o que aumenta os sítios para 

nucleação para formação de hidroxiapatita [26]. Em sua dissertação de mestrado, Siqueira 

(2010) [27] sintetizou e caracterizou pós bioativos vítreos e cristalinos dos sistemas ternário 

(SiO2-CaO-P2O5) e quaternário (SiO2-CaO-Na2O-P2O5) pela rota sol-gel, com atenção ao 

Biosilicato®. Por esta rota, a área de superfície específica da partícula do biomaterial aumentou 

de 0,51 para 3,01 m2/g, o volume dos poros de 0,0005 para 0,0025 cm3/g, e o diâmetro médio 

dos poros de 4,31 para 6.16 nm, tornando a superfície hidroxicarbonatada mais disponível. No 

entanto, ainda não há estudos que avaliem a efetividade deste método em vitrocerâmicas a 

serem utilizadas como substitutos ósseos. 

De modo importante, destaca-se que a chave do sucesso de um biomaterial em seu sítio 

de implantação se encontra na sua biocompatibilidade, a qual depende basicamente de sua 

natureza físico-química que provocará uma reação imuno-inflamatória do hospedeiro, sendo 

que uma resposta favorável do mesmo guiará o processo para o reparo [28]. Atualmente, a 

concepção que recai sobre os biomateriais é a de que os mesmos não sejam somente 

considerados como substitutos de partes de um organismo vivo, mas sim um artifício 

imunomodulador capaz de controlar o curso do reparo favoravelmente ao que se espera [28]. 

Assim, o processo inicial de reconhecimento do biomaterial se dá no momento de sua 

implantação, com a adsorção espontânea de proteínas sobre sua superfície advindas do sangue 

e do interstício tecidual, como a vitronectina, fibronectina e fibrinogênio, as quais apresentam 

a sequência peptídica Ar-Gly-Asp reconhecida por uma gama de integrinas leucocitárias [29]. 
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Dentre estas proteínas, destaca-se o fibrinogênio que serve como substrato de adesão para as 

plaquetas e cuja presença expõe os domínios de integrinas de leucócitos que irão se ligar à esta 

camada de adsorção. Neste processo os macrófagos exercem papel fundamental, atraídos 

também pela ativação do sistema complemento, pois expressam integrinas do tipo 2, mais 

especificamente αM/β2 (Mac-1, CD11b/CD18) as quais realizam sua adesão às diversas 

proteínas adsorvidas, promovem ativação celular [30], e direcionam o processo inflamatório 

[31]. Assim, o reconhecimento inicial dos materiais implantados no hospedeiro será feito 

pelos macrófagos, células do sistema mononuclear fagocitário pertencentes ao sistema imune 

inato. As limitadas funções atribuídas a estas células no passado, como fagocitose e defesa 

imunológica encontram-se superadas, sendo que atualmente sabe-se que os macrófagos são 

células sentinelas do sistema imune atuando no equilíbrio inflamatório por meio de sua 

capacidade de se polarizarem,  adquirindo fenótipos pró- e anti-inflamatórios (identificadas 

como M1 e M2, respectivamente) e, deste modo, secretando citocinas e quimiocinas que regem 

o curso do processo de reparação no local implantado, dependendo das características do 

biomaterial [32]. A polarização dos macrófagos para a condição M1 ocorre por meio da sua 

interação com sinais locais pró-inflamatórios como produtos microbianos (LPS) e interferon 

gama (IFN-)[34]. Os macrófagos M2, por sua vez, são ativados por moléculas secretadas pelas 

plaquetas, produtos do próprio coágulo e por outros leucócitos, como as interleucinas (IL) IL- 

4 e IL-13, além de expressarem receptores de manose (CD206) e secretarem interleucinas anti- 

inflamatórias como a IL-10 e o fator de crescimento transformador-(TGF-) [35,36]. 

Em meio ao processo de reconhecimento, não somente a composição do biomaterial é 

importante, como também sua dimensão, a fim de que o mesmo possa ser adequadamente 

degradado, fagocitado e substituído por novo tecido. Dependendo da natureza e dimensão do 

biomaterial, mediadores como IL-4 e IL-13 são liberados por linfócitos T e mastócitos, 

respectivamente, que participam na formação das células gigantes multinucleadas tipo corpo 
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estranho (CGMs) e que caracterizam a reação tipo corpo estranho a um biomaterial 

[37,38,29,39]. Apesar de as CGMs estarem comumente relacionadas a formação de processo 

de fibrose e encapsulamento de biomateriais, sabe-se que as mesmas atuam de maneira 

importante na liberação de fatores anti-inflamatórios como TGF-e que, em equilíbrio com a 

área em reparação, pode favorecer a neoformação óssea [40]. 

No presente estudo, uma nova rota de síntese foi aplicada para a produção da 

vitrocerâmica Biosilicato®, com a finalidade de se melhorar sua propriedade bioativa e deste 

modo, abrir uma possibilidade para um novo material nacional a ser utilizado para fins de 

reconstruções ósseas. Deste modo, antes de sua capacidade bioativa e osteocondutora, propôs-

se analisar se seu comportamento imune-inflamatório em modelo de defeito em osso 

intramembranoso em ratos. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

Avaliar o processo de reparo de defeitos críticos em calvária de ratos preenchidos com a 

vitrocerâmica Biosilicato® particulada sintetizada pela rota sol-gel comparando-o ao 

Biosilicato® produzido por método convencional através das análises histológica e imuno- 

histoquímica. 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1 Preparação das vitrocerâmicas 

 

3.1.1 Preparo da vitrocerâmica via fusão /solidificação 
 

Para a preparação de 20 g do Biosilicato®, vitrocerâmica bioativa com cristalinidade de 

 

~  99,5 %  e  composição  49,16SiO2−25,79CaO−23,33Na2O−1,72P2O5   (%  em  mol%)  [41], 
 

inicialmente 9,71 g de sílica (SiO2 99,9%, Sigma-Aldrich), 8,48 g de carbonato de cálcio 

(CaCO3 99,9%, J. T. Baker), 6,93 g de carbonato de sódio (Na2CO3 99,9%, J. T. Baker) e 1,60 

g de hidrogenofosfato de sódio (Na2HPO4 99,9%, J. T. Baker) foram misturados e devidamente 

homogeneizados em um frasco plástico. Em seguida, a mistura reacional foi fundida em 

cadinho de platina a 1350 °C por ~ 4 h em um forno elétrico. O material fundido foi vertido 

formando placas de vidro que posteriormente foram cristalizadas sob tratamentos térmicos 

conforme descrito por Zanotto e colaboradores [42]. O material final foi submetido a moagem 

manual em almofariz de ágata para obtenção de pós com tamanho de partícula entre 180 e 212 

μm, granulometria especificada para o estudo. 

 

 
3.1.2 Preparo da vitrocerâmica via sol/gel 

 

Para a obtenção de 20 g de um material similar via sol-gel, a síntese envolveu reações 

de  hidrólise  e  policondensação  de  uma  mistura  contendo  36,41  mL  de  tetraetoxissilano 
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(Si(OC2H5)4 99%, Sigma-Aldrich) e 1,92 mL de trietilfosfato (OP(OC2H5)3 99,8%, Merck) com 

13,16 g de nitrato de sódio (NaNO3 99%, Sigma-Aldrich) e 20,20 g de nitrato de cálcio 

tetrahidratado (Ca(NO3)2·4H2O 99%, Sigma-Aldrich), seguindo com adaptações, a 

metodologia de um estudo prévio [43]. A hidrólise do Si(OC2H5)4 e OP(OC2H5)3 foi catalisada 

por uma solução de ácido nítrico (HNO3 70%, Sigma-Aldrich) a 0,1 molL-1, sendo usada a 

seguinte relação molar: [H2O + HNO3] / [Si(OC2H5)4 + OP(OC2H5)3] = 24. Partindo-se da 

hidrólise do Si(OC2H5)4, os demais reagentes foram sendo adicionados com intervalos de 60 

min, permanecendo a mistura reacional sob constante agitação. Antes de atingir o ponto de gel, 

o sol foi vertido em um tubo plástico e mantido em repouso por 3 dias. Após esse período, o 

gel formado foi seco em estufa por 7 dias, à temperatura de 70 °C, com adicional de mais 2 dias 

na temperatura de 150 °C. Finalizada a etapa de secagem, o gel foi triturado manualmente em 

almofariz de ágata e submetido a tratamento térmico (700 °C / 3 h) em forno elétrico para 

mineralização. Após resfriamento natural, o material foi desaglomerado, sendo selecionado pós 

com a mesma granulometria (180 e 212 μm) para fins de comparação. 

Para a formulação das misturas reacionais, foi utilizado o software GlassPanacea® 

[44], ferramenta gratuita e bastante útil para agilizar essa etapa inicial de preparo dos materiais. 

 

 

 

 
3.1.3 Animais e Procedimento cirúrgico 

 

 

 

Para este estudo, foram utilizados 30 ratos albinos Wistar machos com idade 

aproximada de três meses, peso médio de 450 gramas, a serem divididos em dois grupos 

distintos e analisados em três períodos experimentais (n=5 por grupo e período). Todos os 

animais foram mantidos sob condições controladas de temperatura (22 ± 2ºC), ciclo de luz de 

12 horas claro/escuro, recebendo água a vontade e ração sólida (Ração Ativada Produtor - 

Anderson & 
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Clayton S.A.) sem restrição. Os procedimentos de manejo animal foram realizados sob a 

aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade do Sagrado Coração 

(CEUA/USC - Protocolo n° 2664030417) (Anexo A). As cirurgias foram realizadas entre 8h e 

12h com ratos aleatoriamente designados para grupos. Antes dos procedimentos, os ratos 

foram anestesiados utilizando a combinação do sedativo cloridrato de quetamina (75mg/kg - 

Dopalen®, Agribrans do Brasil LTDA) e do relaxante muscular xilazina (5mg/kg - Anasedan®, 

Agribrands do Brasil LTDA). N a  c a l v á r i a  d o  a n i m a l  foram feitas a tricotomia e 

antissepsia com polivinilpirrolidona 1% tópica (PVPI) (Dermoidine® - Gessy Lever 

Industrial Ltda.). Os animais foram mantidos sob anestesia durante a preparação e 

procedimentos cirúrgicos. A anestesia local administrada por infiltração subcutânea em linha, 

no plano sagital mediano do crânio, utilizando cloridrato de mepivacaína a 2% em associação 

com adrenalina 1:100.000 (Mepiadre, DFL Indústria e Comércio S.A., Brasil). 

A incisão na pele foi realizada no sentido da sutura sagital do crânio com extensão de 

aproximadamente 2,5 cm, seguida de nova incisão dos tecidos subcutâneos e divulsão. Na 

sequência, foi realizada incisão no periósteo 3 mm à esquerda da linha de sutura sagital com 2 

cm de extensão, para o descolamento e exposição do tecido ósseo da calvária. O defeito crítico 

circular foi realizado utilizando motor elétrico (Vector DTCeb, Bauru, Brasil) em 1.200 rpm e 

irrigação abundante com solução estéril de cloreto de sódio a 0,9% (Linhamax®, 

Eurofarma Laboratórios S.A. São Paulo, Brasil) utilizando uma broca trefina (Neodent®, JJGC 

Ind e Com. de Mat. Dentários S.A., Brasil) com diâmetro externo de 5 mm na região central do 

osso parietal direito. O bloco de enxerto foi então removido sendo mantida a meninge dura-

mater. 

Os biomateriais para enxertia (0,02g), foram pesados utilizando balança semi- 

analítica de precisão e acomodados ao defeito das calvárias conforme os grupos. Os tecidos 

foram reposicionados e suturados com fio de nylon 6.0 (Ethicon®, Johnson & Johnson, São 

José dos Campos, Brasil). Após 48h da primeira dose de benzilpenicilina benzatina
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(Pentabiótico® Veterinário de Pequeno Porte, Forte Dodge Saúde Animal LTDA, Brasil) foi 

administrada dose adicional de 40.000UI da benzilpenicilina benzatina por via intramuscular 

no músculo semi-membranoso do membro posterior esquerdo. Todos os passos da cirurgia 

foram realizados segundo Munerato [30] 

 

 
3.1.4 Procedimentos e análises histológicas 

 

 

 

Os animais foram eutanasiados nos tempos de 7, 21 e 45 dias e as calotas foram lavadas 

em água corrente por cerca de seis horas e foram acondicionados em solução de ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA) (Merck, Darmstadt, Alemanha) a 10% tamponado com pH 

7,0, com trocas realizadas duas vezes por semana por 20 dias aproximadamente, até que não 

apresentassem resistência ao corte com navalha. As amostras foram novamente lavadas em 

água corrente, desidratadas em álcool, diafanizadas em xilol e incluídas em parafina (Histosec® 

Merck, Darmstadt, Alemanha). Os blocos de parafina foram submetidos a cortes histológicos 

semi-seriados no sentido sagital, utilizando-se micrótomo Leica RM. Foram obtidos cortes semi- 

seriados de 5 μm de espessura para coloração com Hematoxilina e Eosina (HE), tricrômico de 

Goldner (TG) e cortes de 3 μm de espessura para técnica imuno-histoquímica. 

 

 
3.1.5 Análise morfológica microscópica 

 

 

 

 A análise quantitativa foi feita em todos os cortes corados com hematoxilina e eosina 

(HE) considerando-se o padrão do infiltrado inflamatório, agudo ou crônico, tendo-se como 

parâmetro a morfologia de leucócitos polimorfonucleares (neutrófilos e eosinófilos) e 

mononucleares (linfócitos e plasmócitos), bem como a presença de CGMs tipo corpo estranho, 

remodelação e viabilidade óssea, interação tecido ósseo/biomaterial bem como as 

características morfológicas dos biomateriais. A partir das lâminas confeccionadas, foi 

realizada a análise quantitativa dos leucócitos. Foram capturados e registrados três campos em 

objetiva de 40x abrangendo duas áreas periféricas e um central do defeito, a fim de se proceder 
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a morfometria das células utilizando software ImageJ (Schneider et al., 2012). Na 

aba Plugins foi utilizada a ferramenta Gridpara a confecção de um retículo contendo 398 

pontos. Com a ferramenta Cell counter foram contabilizadas somente as células que coincidiam 

com a intersecção das cruzes, denominados de pontos. A soma dos três campos resultaram no 

total de leucócitos e CGM de cada animal.
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3.1.6 Análise imuno-histoquímica 

 

 

 

Para a determinação dos padrões moleculares da região de reparo ósseo foram 

padronizados os anticorpos para caracterização dos macrófagos M1 e M2 apresentados na 

Tabela 1. Para tanto, cortes de 3 m foram tratados com proteinase K por 30 minutos em 

temperatura ambiente. A peroxidase endógena foi bloqueada com peróxido de hidrogênio a 2% 

por 10 minutos e lavados em PBS (Phosphate buffer solution). Após este período, foram 

utilizados os anticorpos primários policlonais indicados na tabela 1, em ambiente refrigerado 

por 1 hora, e lavados com PBS por 30 minutos, por três vezes. Após isto, os cortes incubados 

com anticorpos primários anti-rabbit foram incubados com o polímero-HRP (Easy Link One, 

EasyPath, Immunobioscience Corp., EUA) por 10 a 25 minutos e em seguida, corados com o 

DAB (diaminobenzidina) (DAKO, Lab.) e contra-corados com Hematoxilina de Harris. Os 

cortes incubados com anticorpos primários anti-goat foram incubados com polímero 

Immpress/HRP (Vector Labs, Southfield, EUA). Para controle negativo será omitido o 

anticorpo primário. Uma vez realizadas as marcações, foram registrados 5 campos dos cortes 

centrais da área de todos os defeitos em aumento de 20x em microscópio óptico de luz (Nikon 

Eclipse, Tokyo, Japão) possibilitando a contagem das células imunomarcadas pelos anticorpos 

propostos. 
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Tabela 1 – Relação dos anticorpos relacionados aos macrófagos M1 e M2 

 

Anticorpos 
 

 

 

Caracterização 

M1 M2 

F4/80 (SC-26643-R)* x x 

iNOS2 (SC-649)* x  

CD206 (SC-34577)*  x 

TGF (SC-7892)*  x 

                *Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, EUA) 
 

 

 

3.1.7 Análise estatística 

 

  Cálculo do número absoluto 

 

Após obtenção dos valores quantificados para cada campo (células ou parâmetros 

coincidentes com pontos do retículo) o número total obtido pela contagem das células 

imunomarcadas foi submetido aos testes estatístico. 

Cálculo da densidade de área 
 

Após obtenção dos valores quantificados para cada campo (células ou parâmetros 

coincidentes com pontos do retículo), os valores absolutos de cada campo foram convertidos 

em densidade de área (%), de modo que os 391 pontos do retículo utilizado para as contagens 

foram considerados como 100% do campo. Dessa forma, utilizou-se a fórmula: 

 

 
 

Os dados provenientes das análises quantitativas foram inicialmente analisados quanto 

a sua distribuição de normalidade por meio do teste Shapiro Wilk. Para as amostras dentro da 

distribuição da normalidade, foi aplicado o teste ANOVA seguido de Tukey para comparações 

múltiplas. Para análises entre apenas dois grupos dentro da distribuição da normalidade, foi 
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utilizado o teste T, enquanto amostras não-normais foram analisadas pelo teste Mann-Whitney 

(Wilcoxon rank-sum test). A análise comparativa entre os grupos BS e BG foi realizada dentro 

de um mesmo período experimental, por exemplo, BS 7d vs BG 7d. Os grupos foram ainda 

analisados em relação a diferenças entre períodos (7, 21 e 45 dias) dentro de um mesmo grupo, 

por exemplo, BS 7d vs BS 21d. Foi considerado o nível de significância de 5% (p<0.05) e os 

testes foram aplicados por meio dos programas GraphPadInStat e Prism6 (GraphPad, San 

Diego, CA). 

 

 

4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Análise morfológica microscópica 

 

 
Grupo BS – Aos 7 dias observam-se partículas de biomaterial, grandes em sua maioria, 

birrefringentes e irregulares permeadas por tecido de granulação ricamente vascularizado, 

discretamente infiltrado por leucócitos mononucleares e eventuais polimorfonucleares 

neutrófilos. Em contato com as partículas do biomaterial notam-se células gigantes 

multinucleadas tipo corpo estranho (CGMs), predominantemente finas e alongadas. Observa-se 

discreta atividade osteogênica focal, na periferia do defeito. Aos 21 dias, as partículas do 

biomaterial apresentam sinais de degradação pela perda de contorno definido das mesmas e 

acúmulo de células mononucleares e de CGMs. Após 45 dias observam-se maior acúmulo de 

CGMs e leucócitos mononucleares em íntimo contato com as partículas do biomaterial (Fig 1) 
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7 dias 21 dias 45 dias 
 

 

 

Fig 1 – Aspecto morfológico microscópico do grupo BS aos 7, 21 e 45 dias. Aos 7 dias 

observam-se partículas do biomaterial (#) circundadas por tecido de granulação (Tg) 

eventualmente, próximo a parede do defeito observou-se tecido ósseo neoformado (On). Aos 

21 dias, presença marcante de CGMs (setas) em contato com o biomaterial (#). Aos 45 dias, 

biomaterial ora substituído por leucócitos MNs e CGMs (setas) ora circundado por tecido 

conjuntico (Tc)  (HE; aumento original 4x e 20x e tricrômico de Goldner (TG) 

 

 

 

 

 

Grupo BG – Aos 7 dias notam-se fragmentos arredondados birrefringentes do biomaterial, 

menores em comparação com o Grupo BS. De permeio tem-se predominância de tecido 

conjuntivo frouxo e leucócitos mononucleares, além de CGMs pequenas e arredondadas. Após 

21 dias, há um aumento de CGM associadas ao biomaterial, o qual se encontra em fase avançada 

de reabsorção, bem como numerosos leucócitos mononucleares. No período de 45 dias, nota- 

se  número  reduzido  das  partículas  do  biomaterial  envoltas  ou  substituídas  por  CGMs  e 

# 

# 

# Tg # 

# 

On 
# # # 

# # # 

# 

# # # On 
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leucócitos mononucleares. Discretos pontos de osteogênese são visualizados. Nos períodos de 

21 e 45 dias, chama a atenção a morfologia das CGMs, as quais apresentam-se semelhantes às 

células de Langerhans, cujos núcleos organizam-se em paliçada próximos à membrana 

citoplasmática, deixando uma área central de citoplasma onde, por vezes, observam-se 

partículas do biomaterial (Fig 2) 

 

 

 

 
 
 

 

Fig 2 – Aspecto morfológico microscópico do grupo BG aos 7, 21 e 45 dias. Aos 7 dias 

observam-se numerosas partículas arredondadas do biomaterial (#) circundadas por tecido de 

granulação (Tg). Aos 21 dias, presença de CGMs em contato com o material e/ou em processo 

de fagocitose (setas). Aos 45 dias, eventuais partículas do biomaterial (#), em sua maioria 

substituído por leucócitos MNs e CGMs e presença de tecido conjuntivo (Tc) (HE; aumento 

original 4x e 20 e tricrômico de Goldner (TG). 

7 Dias 21 Dias 45 Dias 
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4.2 Análise quantitativa de parâmetros histológicos nas áreas de reparação preenchidas 

com BS ou BG 

 

Em relação às células inflamatórias PMN, não foram observadas diferenças 

estatisticamente significantes entre os grupos BS e BG e períodos experimentais. Já em relação 

aos leucócitos mononucleares (MN), observaram-se diferenças estatisticamente significantes 

entre os grupos BS e BG nos períodos de 7 dias (1,61±0,76 vs 0,56±0,46) e 45 dias (3,82±1,16 

vs 2,74±0,96), de modo que a densidade de área de MN foi maior no grupo BS em ambos os 

períodos (p<0,05). Considerando-se a presença de CGM, notou-se densidade 

significativamente maior no grupo BG (0,99±0,86) comparado ao grupo BS (0,25±0,36) no 

período de 7 dias (p<0,05). Não foram encontradas diferenças estatisticamente significantes 

considerando-se a presença de biomaterial residual, tecido ósseo neoformado, bem como o 

parâmetro outros (espaços vazios, fibras e artefatos) (Figura 3, Tabela 2). 

 

 

 

Tabela 2. Média e Desvio Padrão dos da quantificação dos parâmetros de reparação das áreas 

enxertadas, considerando-se a densidade de área 

 
 BS    BG  

Parâmetros 7d 21d 45d  7d 21d 45d 

PMN 0,03±0,08 0,00±0,01 0,08±0,13  0,16±0,41 0,05±0,22 0,20±0,19 

MN 1,61±0,76 0,26±0,45 3,82±1,16  0,56±0,46 0,25±0,28 2,74±0,96 

CGM 0,25±0,36 0,64±0,65 0,16±0,21  0,99±0,86 0,88±0,70 0,52±0,22 

BIOMATERIAL 6,47±8,91 33,32±46,15 8,59±6,43  6,56±6,17 24,55±12,60 7,41±4,60 

TECIDO 

ÓSSEO 

 

0,00±0,01 
 

0,14±0,64 
 

0,52±1,90 
  

0,00±0,00 
 

2,03±4,86 
 

0,01±0,00 

OUTROS 91,64±8,81 88,22±54,04 86,85±5,99  91,42±6,55 72,42±12,02 89,14±4,70 
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Fig 3 Dados quantitativos provenientes da quantificação de parâmetros de reparação das 

áreas enxertadas nos grupos BS e BG. Fotomicrografias representativas de 5 campos do 

defeito de cada espécime foram quantificadas no aumento de 40x com um retículo de 391 

pontos, sendo considerados parâmetros histológicos encontrados nas regiões do defeito ao 

longo do processo de reparo (A- PMN, B- MN, C- CGM, D – Biomaterial, E –Tecido Ósseo, F 

– Outros). Dados analisados pelo teste ANOVA seguido de Tukey. Letras minúsculas diferentes 

indicam diferenças estatisticamente significantes entre os períodos de um mesmo grupo 

(p<0,05). Símbolos (*) indicam diferenças estatisticamente significantes entre os grupos dentro 

do período experimental. Os resultados representam os valores da média e desvio-padrão em 

cada um dos períodos analisados. 
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4.3 Análise quantitativa de células positivas para os marcadores F4/80 (A), CD206 (B), 

 

TGFβ (C) e iNOS (D) nas  áreas de reparação preenchidas com BS ou BG 

 

 

 

A quantificação de células imunomarcadas para os diferentes marcadores estão 

apresentadas como número absoluto (Tabela 3 e Figura 2). Na análise da contagem absoluta, 

observaram-se diferenças estatisticamente significantes (p<0,05) para o marcador F4/80 

(macrófagos) no período de 21 dias entre os grupos BS (3,5±2,51) e BG (14,33±2,08). Da 

mesma forma, o fator de crescimento TGFβ teve imunomarcação significativamente maior no 

grupo BG (20±7,55) comparado ao BS (6,25±3,30) também no período de 21 dias (Tabela 3, 

Figura 4). 

 

Tabela 3. Média e Desvio Padrão dos da quantificação de células imunomarcadas para F4/80, 

CD206, iNOS e TGFβ, considerando-se o número absoluto das contagens 

 
  BS  BG   

 

Marcador 7d 21d 45d 7d 21d 45d 

F4/80 4,2±1,78 3,5±2,51 1±1,73 7,8±4,26 14,33±2,08 4,5±4,5 

iNOS 29,6±19,2 15,5±13,18 9±7,54 28,75±19,18 14,67±4,51 1,32±1,00 

CD206 28,8±3,49 28±7,25 58±5,02 28,2±11,97 33,33±14,74 36,75±11,18 

TGFβ 9,2±4,43 6,25±3,30 9±4,58 12,75±5,31 20±7,55 10,25±3,94 

 

7 dias 21 dias 45 dias 

 

 

BS 

 

 

 

 

BG 
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Fig 4 Dados quantitativos provenientes da quantificação de células positivas para os 

marcadores F4/80 (A), CD206 (B), TGFβ (C) e iNOS (D), considerando-se o número 

absoluto das células imunomarcadas. Dados analisados pelo teste ANOVA seguido de Tukey. 

Letras minúsculas diferentes indicam diferenças estatisticamente significantes entre os períodos 

de um mesmo grupo (p<0,05). Símbolos (*) indicam diferenças estatisticamente significantes 

entre os grupos dentro do período experimental. Os resultados representam os valores da média 

e desvio-padrão em cada um dos períodos analisados. 
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Tabela 4. Diferenças morfológicas e microscópicas entre BS e BG 
 

 
 

Biosilicato®
 Biosilicato® sol-gel 

7 dias 7 dias 

 Partículas do biomaterial com 

contornos retangulares bem 

definidos. 

 Partículas evidentes do biomaterial 

arredondados e próximos uns dos 

outros. 

 Eventual  CGMs  na  superfície  do 

biomaterial. 

 Presença   numerosa   de   CGMs   na 

superfície do biomaterial. 

 Tecido de granulação ao redor das 

partículas com infiltrado – leucócitos 

mononucleares. 

 Tecido de granulação em meio as 

partículas do  biomaterial  com 

intenso infiltrado por leucócitos 

mononucleares. 

21 dias 21 dias 

 Partículas do biomaterial no processo 

de reabsorção por CGMs. 

 Partículas do biomaterial em processo 

avançado de reabsorção por CGMs 

 Persistência do tecido de granulação, 

infiltrado por leucócitos 

mononucleares. 

 CGMs grandes com núcleos 

localizados na periferia do citoplasma 

semelhantes a células de langerhans 

apresentado partículas de biomaterial 

em seu interior. 

  Persistência do tecido de granulação – 

infiltrado por leucócitos 

mononucleares. 

45 dias 45 dias 

 Substituição do biomaterial por 

infiltrado inflamatório mononuclear e 

CGMs em áreas circundadas por 

tecido conjuntivo fibroso. 

 Presença de remanescente do 

biomaterial associado com infiltrado 

inflamatórios mononuclear e CGMs 

em meio a tecido conjuntivo fibroso. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Os resultados obtidos revelaram a influência do tipo de processamento na síntese de um 

mesmo material em seu comportamento imune-inflamatório no decorrer do processo de reparo 

da área reconstruída. Desta forma, destaca-se o método de produção das cerâmicas vítreas pela 

rota sol-gel que vem sendo utilizado com ênfase na produção de materiais com elevada pureza 

e homogeneidade a partir de temperaturas mais baixas de processamento (~ 600-800 °C). Além 

disso, permite certa flexibilidade para a formação das partículas dos biomateriais sendo 

possível obter-se micro e nanopartículas [46,47,48], bem como a produção de arcabouços 

(scaffolds) para aplicação na engenharia de tecidos com aspecto similar ao do osso trabecular 

(poroso) [49-51]. O fator determinante das biocerâmicas produzidas pela rota sol-gel, além de 

sua grande área superficial com ou sem arranjo ordenado de poros, é o aumento da bioatividade 

por intensificar as reações iniciais para a formação de hidroxicarbonatoapatita [51]. No 

entanto, antes de sua capacidade osteocondutora ou bioativa, propôs-se a análise de seu 

comportamento biológico, imune-inflamatório. 

Para este fim, optou-se pelo modelo de confecção defeito crítico em calota em animais 

que, além de ser indicado para avaliação da propriedade osteocondutora de um biomaterial 

substituto ósseo, também permite a análise dos eventos biológicos que ocorrem durante o curso 

do reparo. Uma das consequências indesejáveis das biocerâmicas é a produção de muitas 

partículas vindas do processo de degradação do biomaterial onde vão interagir com as células 

imunológicas promovendo sua ativação e liberação de mediadores químicos que podem ser 

predominantemente pró- ou anti-inflamatórios. Este processo de dissolução das biocerâmicas 

são conduzidos pelas propriedades químicas da própria cerâmica, onde foi implantado e 

também pela presença de citocinas [52,53]. 
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No presente estudo não foram observadas diferenças significativas comparando-se a 

quantidade de células inflamatórias polimorfonucleadas (PMNs) e mononucleadas (MNs) entre 

os grupos considerando-se os mesmos períodos. No entanto, chamou atenção a presença 

aumentada de CGMs no biomaterial produzido pela rota sol-gel aos 7 dias, provavelmente pela 

visível degradação precoce do biomaterial e pelo tamanho menor de suas partículas. Faz-se 

importante saber que pelo processamento sol-gel outros reagentes precisam ser incorporados na 

sua produção, o que pode alterar de maneira significativa o seu comportamento químico 

sabendo–se que deste modo, a forma sol-gel resulta em um biomaterial mais solúvel [54].  Há 

pouco tempo a reação tipo corpo estranho caracterizada pela presença das CGMs nas áreas 

reconstruídas com biomateriais eram sinônimo de fracasso por associá-las ao processo de 

rejeição [54]. Posteriormente, surgiram dúvidas quanto à natureza das CGMs quando em 

ambiente ósseo, se macrofágicas ou osteoclásticas. Assim, estudos utilizando marcadores 

específicos para os dois tipos celulares, como integrina ß-3, TRAP, RANKL, MMP9 para 

osteoclastos e integrina ß-2, HLA-DR, CD96 E CD98 para CGMs [55] confirmaram sua 

natureza macrofágica. Apesar disso, a sua relação com os biomateriais substitutos ósseos ainda 

permanece obscura. No campo da osseointegração, a reação tipo corpo estranho vem sendo 

considerada como um evento necessário e favorável se em condições de equilíbrio com a 

resposta inflamatória, uma vez que aceita-se o conceito de a osseointegração ser uma reação 

tipo corpo estranho [40,56]. No entanto, a sua real função na presença dos substitutos ósseos 

ainda permanece obscura, sendo importante a investigação mais aprofundada destas células a 

fim de se utilizar este conhecimento para o desenvolvimento de materiais mais biocompatíveis. 

Apesar disso, o equilíbrio entre CGMs e inflamação parece estar presente no curso do 

reparo dos biomateriais testados, pois apesar da presença constante e predominante das CGMs 

aos 7 dias no grupo BG, não houve diferença estatisticamente significativa na quantidade das 

células inflamatórias, bem como de iNOS, caracterizando a presença de macrófagos M1. 
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Entende-se que na presença dos biomateriais ósseos, as CGMs devam se diferir das de tecido 

mole, por serem necessárias possivelmente auxiliando na degradação e fagocitose do 

biomaterial favorecendo desta forma a substituição do mesmo pelo tecido ósseo neoformado 

[58]. Donath e colaboradores (1992) [57] registraram três diferentes tipos de reação tecidual a 

materiais cerâmicos e implantes de titânio: formação de tecido conjuntivo, contato ósseo direto 

ou integração óssea, sendo que em todas as CGMs estavam presentes. Assim, considera-se que 

também estas células apresentem perfis semelhantes aos macrófagos, podendo ser identificadas 

como CGM1 e CGM2 [59], sendo consideradas um subtipo das tradicionais CGMs [55].Apesar 

da pouco neoformação óssea observada no estudo em questão, a maioria das CGMs mostraram- 

se marcadas pelo anticorpo CD206, especialmente no grupo BG, comprovando seu perfil M2 e 

reforçado pelo aumento significativo de TGF-ß aos 21 dias neste grupo. 

 

 
 

6 CONCLUSÃO 

 
Deste modo, conclui-se que a rota sol-gel para síntese da vitrocerâmica testada modificou suas 

propriedades físico-químicas sem, no entanto, incitar um processo imune-inflamatório 

deletério, sendo necessários estudos futuros para associar estes resultados às propriedades de 

bioatividade e osteocondução para atestar sua capacidade de substituto ósseo. 
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 Identify any previously published material by giving the original source in the form 

of a reference at the end of the table caption. 

 Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks 

for significance values and other statistical data) and included beneath the table body. 

ARTWORK AND ILLUSTRATIONS GUIDELINES 

Electronic Figure Submission 

 Supply all figures electronically. 

 Indicate what graphics program was used to create the artwork. 

 For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF 

format. MSOffice files are also acceptable. 

 Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files. 

 Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Fig1.eps. 

Line Art 

 Definition: Black and white graphic with no shading. 

 Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the 

figures are legible at final size. 

 All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide. 

 Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum 

resolution of 1200 dpi. 

 Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files. 

Halftone Art 

 Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc. 

 If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars 

within the figures themselves. 

 Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi. 

Combination Art 

 Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line 

drawing, extensive lettering, color diagrams, etc. 

 Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi. 

Color Art 

 Color art is free of charge for online publication. 

 If black and white will be shown in the print version, make sure that the main 

information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one 

another when converted to black and white. A simple way to check this is to 



52 
 

 

 
 

make  a  xerographic  copy to  see  if  the  necessary distinctions  between  the 

different colors are still apparent. 

 If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the 

captions. 

 Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel). 

Figure Lettering 

 To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts). 

 Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 

2–3 mm (8–12 pt). 

 Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt 

type on an axis and 20-pt type for the axis label. 

 Avoid effects such as shading, outline letters, etc. 

 Do not include titles or captions within your illustrations. 

Figure Numbering 

 All figures are to be numbered using Arabic numerals. 

 Figures should always be cited in text in consecutive numerical order. 

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

 If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, 

continue the consecutive numbering of the main text. Do not number the 

appendix figures, 

"A1, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material) 

should, however, be numbered separately. 

Figure Captions 

 Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure 

depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file. 

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

also in bold type. 

 No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed 

at the end of the caption. 

 Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, 

etc., as coordinate points in graphs. 

 Identify previously published material by giving the original source in the form of a 

reference citation at the end of the figure caption. 

Figure Placement and Size 

 Figures should be submitted separately from the text, if possible. 

 When preparing your figures, size figures to fit in the column width. 
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 For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm 

wide and not higher than 234 mm. 

 For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide 

and not higher than 198 mm. 

Permissions 

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission 

from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some 

publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will not be able to refund any 

costs that may have occurred to receive these permissions. In such cases, material from other 

sources should be used. 

Accessibility 

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, 

please make sure that 

 All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech 

software or a text-to-Braille hardware) 

 Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information 

(colorblind users would then be able to distinguish the visual elements) 

 Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1 

GUIDANCE TO AUTHORS 

 The typical length of the article is suggested to be 5 pages of text. However, 

shorter and longer articles will be considered for publication. An uninterrupted 

page of text contains approximately 1,300 words. A typical Article contains 

about 3,000 words of text supplemented by five small display items (figures 

and/or tables) including their figure caption/table descriptions. References are 

not included in the maximum 5 pages of text. 

Article Structure: new category 

 Every article is required to consist of the following sections: Introduction, 

Materials and Methods, Results, Discussion, Conclusion, and 

Acknowledgments. 

 Introduction: Offers background information and a statement of the author's 

hypothesis. An introduction usually describes the theoretical background, 

indicates why the work is important, states a specific research question, and 

poses a specific hypothesis to be tested. 

 Materials and Methods: The methods section explains exactly how the authors 

performed the experiment. It describes both specific techniques and the overall 

experimental strategy used by the scientists. 

Results: 

 The results section contains the data collected during experimentation. It presents 

an objective view of the results using appropriate statistical analysis. 

 Every article that contains statistical testing should clearly identify the name of 

the statistical evaluation, the n for each statistical analysis, the comparisons of 

interest, a justification for the use of that test, the alpha level for all tests, whether 
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the evaluations were one-tailed or two-tailed, and the actual P value for each test 

(not merely "significant" or "P ‹ 0.5"). 

 Discussion: The discussion section explains the authors interpretation of their 

data and how they connect it to other published works in the field. Authors must 

use the discussion to describe what their work suggests and how it relates to other 

studies. In this section, authors can anticipate and address any possible objections 

to their work. The discussion section is also a place where authors can suggest 

areas of improvement for future research. 

 Conclusions: The conclusion section summarizes the fundamental findings of 

the work in relation to the tested hypothesis and impact to the field of study. 

 Acknowledgments: Acknowledgments are a brief statement at the end of the 

references and notes. It should comprise the following: 

 funding information pertinent to the performed work 

 Any clarification regarding conflicts of interest of the authors. 

 An optional note describing the roles or responsibilities of the authors or 

supporting staff. 
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