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RESUMO

PASCOTO, C.F.G. Biocompatibilidade da membrana de celulose bacteriana no
subcutéaneo, intramuscular ou intraperitoneal — Estudo experimental em ratos Wistar.
Botucatu, 2021. 36p. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Palavras-chave: Biocompatibilidade, membrana de celulose bacteriana, subcutaneo,

intramuscular, intraperitoneal, cavidade peritoneal.

A biocompatibilidade da membrana de celulose bacteriana foi estudada in vivo para
estabelecer protocolos e desenvolvimento de dispositivos médicos viaveis para 0 uso
clinico-cirargico. O presente estudo teve como objetivo avaliar o comportamento da
membrana de celulose bacteriana implantada no subcutaneo (SC), intramuscular (IM) e
intraperitoneal (IP) de ratos Wistar. Cento e cinco ratos Wistar adultos foram divididos
em trés grupos experimentais de acordo com o tempo de coleta da amostra, sendo 15, 30
e 60 dias de pos-operatorio. Analises histologicas e histoquimicas foram realizadas. Os
dados quantitativos foram submetidos ao teste de Qui-Quadrado, e p < 0,05 foi
considerado significativo. Aos 15 dias de pds-operatdrio, no SC e IP estavam presentes
fibras colagenas tipo I11 de aspecto espesso e desorganizado na periferia da membrana,
enquanto no IM havia predominancia do tipo I com mesmo aspecto, e aos 30 e 60 dias,
houve predominio do tipo I, e 0 colageno se apresentou mais organizado em todos 0s
sitios. Observou-se presenca de arranjo de delicadas fibras de reticulina com discretas
ramificacGes adentrando a membrana aos 15 dias, tornando-se mais organizada e retilinea
aos 60 dias. O processo inflamatorio, células gigantes, neovascularizacdo e discreta
capsula de tecido conjuntivo estiveram presentes em todos 0s grupos e em todos 0s
tempos experimentais. Concluiu-se que apesar da promissora aplicagdo da membrana de
celulose bacteriana na cicatrizacdo de tecidos moles, ela ndo apresentou

biocompatibilidade no tempo estudado.



ABSTRACT

PASCOTO, C.F.G. Biocompatibility of bacterial cellulose membrane in the
subcutaneous, intramuscular or intraperitoneal - Experimental study in Wistar rats.
Botucatu, 2021. 36p. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

The biocompatibility of bacterial cellulose membrane was studied in vivo to establish
protocols and development of viable medical devices for clinical-surgical use. This study
aimed to evaluate the behavior of bacterial cellulose membrane implanted in the
subcutaneous (SC), intramuscular (IM) and intraperitoneal (IP) of Wistar rats. One
hundred and five adult Wistar rats were divided into three experimental groups according
to the sample collection time, 15, 30 and 60 days after surgery. Histological and
histochemical analyzes were performed. Quantitative data were submitted to the Chi-
Square test, and p < 0.05 was considered significant. At 15 days after the operation, type
I11 collagen fibers with a thick and disorganized aspect were present in the SC and PI,
while in the IM there was a predominance of type | with the same aspect, and at 30 and
60 days, there was a predominance of type I, and collagen was more organized in all sites.
It was observed the presence of an arrangement of delicate reticulin fibers with discrete
ramifications entering the membrane at 15 days, becoming more organized and straight
after 60 days. The inflammatory process, giant cells, neovascularization and discrete
connective tissue capsule were present in all groups and at all experimental times. It was
concluded that despite the promising application of bacterial cellulose membrane in soft

tissue healing, it did not show biocompatibility during the time studied.

Keywords: Biocompatibility, bacterial cellulose membrane, subcutaneous, intramuscular,

intraperitoneal, peritoneal cavity.
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1. INTRODUCAO

Os biomateriais sdo definidos como dispositivos que entram em contato com
sistemas biol6gicos, podendo ser de origem sintética ou natural (PIRES et al.., 2015).

Dentre os biomateriais utilizados, uma série de estudos destacou o uso da
membrana de celulose bacteriana como um dispositivo médico por inlmeras vantagens
em sua aplicacdo (ALMEIDA et al., 2014; FU et al., 2013; LEE et al., 2015; TEIXEIRA
et al., 2019; VIELREICHER et al., 2018; ZHARIKOV et al., 2018). Essas membranas
sdo indicadas nos casos de defeitos, escassez de tecidos e como suporte temporario,
promovendo regeneracdo e cicatrizacdo tecidual (FU et al., 2013, TEIXEIRA et al.,
2019).

Para aplicacdo desses biomateriais é necessario o conhecimento das caracteristicas
e propriedades do produto implantado, ja que muitos cirurgiées defendem e utilizam os
implantes quando ha escassez de tecido, porém o uso ainda é restrito e poucos sdo 0s
trabalhos que avaliam a biocompatibilidade (FARNESI BASSI et al., 2020).

Ulceras de pele, neoplasias, queimaduras e grandes feridas, geralmente resultam
em danos extensos as camadas de pele. Assim como, a reparacdo cirargica dos tecidos
que compbe a parede abdominal que é uma necessidade frequente nos animais
(ZHARIKOQV et al., 2018), principalmente pela presenca de hérnias traumaticas
associadas a quedas, chutes ou atropelamentos; podemos evidenciar uma grande ruptura
na regido, muitas vezes sem possibilidade de sintese por aproximacéo simples das bordas
(FOSSUM, 2014).

Considerando-se a importancia do uso das membranas de celulose bacteriana, a
caracterizacdo da resposta inflamatdria da membrana de celulose bacteriana implantada

pode auxiliar no entendimento do comportamento desse biomaterial, para que possa atuar
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como um dispositivo médico, a fim de auxiliar na regeneracdo ou constru¢do de um novo

tecido.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.4 Membrana de Celulose Bacteriana (MCB)

A MCB consiste em um biofilme transltcido e gelatinoso, formado por nanofibras
(didmetro da fibra: 20-100 nm) de celulose, entrelacadas, distribuidas em direcbes
aleatorias, que contém 99% de &gua em sua composi¢do. Esse polimero natural é
biossintetizado extracelularmente pelas culturas bacterianas Gram-negativas de
Gluconacetobacter, Acetobacter, Agrobacterium, Achromobacter, Aerobacter, Sarcina,
Azobacter, Rhizobium, Pseudomonas, Salmonella e Alcaligenes (FU et al., 2013). Entre
eles, o produtor da MCB mais eficiente sdo as bactérias do acido acético pertencentes ao
género Gluconacetobacter, mais especificamente G. xylinus. Essas bactérias sdo
amplamente disseminadas na natureza e tém a capacidade de formar celulose polimérica
natural em nanoescala (KESHK, 2014; KLEMM et al., 2011).

A MCB apresenta inimeras vantagens quando comparada com a celulose vegetal:
€ mecanica e fisicamente mais resistente, possui morfologias diferentes (biomimética de
colageno), é pura (livre de lignina e hemicelulose), pode ser moldada durante o cultivo,
possui elevado grau de cristalinidade, biocompatibilidade e auséncia de toxicidade,
quando devidamente processada. Essas caracteristicas fazem do material um insumo
interessante para aplicacdo nas areas de medicina, veterinaria, farmacia, cosmética e nas
industrias alimenticia, téxtil e de eletrénicos (OSORIO et al., 2017; DOURADO et al.,

2017; LIMA et al., 2018).
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2.5 LesBes nos animais domesticos

A ampla aplicagéo e importancia da MCB s&o descritas pela utilizagcdo em reparos
de defeitos da parede abdominal que resultam de traumas, infeccGes, neoplasias ou
deformidades. Auxilia no processo de cicatrizagcdo de pele nos casos de queimaduras,
feridas e Ulceras, acelerando o processo de epitelizacao, evitando a desidratacdo da ferida.
Também ha relatos com resultados satisfatorios em regeneracdo o0sso-cartilagem;
aplicacdo dentéria; lentes intraoculares; dispositivo de assisténcia ventricular (LVAD) e
diversas doencas, tais como cancer; . (PREVEL et al., 1995; PICHETH et al., 2017;

HALIB et al., 2017; VAN LOEY & VAN SON, 2003).

2.6 Utilizagdo da membrana de celulose bacteriana como dispositivo médico

A utilizacdo da MCB na parede abdominal previne a eventracdo; incorpora o
remanescente da parede abdominal; promove suporte muscular dindmico e a aproximacao
livre de tenséo; e também, assegura que a parede reconstruida tenha sua forca aumentada
ao longo do tempo (DIBELLO & MOORE, 1996).

O uso em curativos de feridas e transplante de pele, devido a sua nanoestrutura,
alto teor de agua, conformabilidade e propriedades elasticas dessa membrana, permite um
alto grau de aderéncia aos locais da ferida, evita a desidratacdo e promove a cicatrizacdo

do tecido epitelial mais rapido (FU et al., 2013).

3. TRABALHO CIENTIFICO

ARTIGO PARA JOURNAL APPLIED MATERIALS TODAY
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houve predominio do tipo I, e o coldgeno se apresentou mais organizado em todos 0s
sitios. Observou-se presenca de arranjo de delicadas fibras de reticulina com discretas
ramificag¢des adentrando a membrana aos 15 dias, tornando-se mais organizada e retilinea
aos 60 dias. O processo inflamatorio, células gigantes, neovascularizacdo e discreta
capsula de tecido conjuntivo estiveram presentes em todos 0s grupos e em todos 0s
tempos experimentais. Concluiu-se que apesar da promissora aplicacdo da membrana de
celulose bacteriana na cicatrizagdo de tecidos moles, ela ndo apresentou

biocompatibilidade no tempo estudado.

1. INTRODUCAO

Os biomateriais sdo definidos como dispositivos que entram em contato com
sistemas biologicos, podendo ser de origem sintética ou natural (PIRES et al., 2015).

Dentre os biomateriais utilizados, uma série de estudos destacou 0 uso da
membrana de celulose bacteriana (MCB) como um dispositivo médico por inimeras
vantagens em sua aplicacdo (ALMEIDA et al., 2014; FU et al., 2013; LEE et al., 2015;
TEIXEIRA et al., 2019; VIELREICHER et al., 2018; ZHARIKOV et al., 2018). Essas
membranas sdo indicadas nos casos de defeitos, escassez de tecidos e como suporte
temporario, promovendo regeneracao e cicatrizacao tecidual (FU et al., 2013, TEIXEIRA
et al., 2019).

Para aplicacdo desses biomateriais é necessario o conhecimento das caracteristicas
e propriedades do produto implantado, ja que muitos cirurgides defendem e utilizam os
implantes quando ha escassez de tecido, porém o uso ainda é restrito e poucos sdo 0s
trabalhos que avaliam a biocompatibilidade (FARNESI BASSI et al., 2020).

Ulceras de pele, neoplasias, queimaduras e grandes feridas, geralmente resultam
em danos extensos as camadas de pele. Assim como, a reparacdo cirirgica dos tecidos
que compbe a parede abdominal que é uma necessidade frequente nos animais

(ZHARIKQV et al., 2018), principalmente pela presenca de hérnias traumaticas
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associadas a quedas, chutes ou atropelamentos; podemos evidenciar uma grande ruptura
na regido, muitas vezes sem possibilidade de sintese por aproximacao simples das bordas
(FOSSUM, 2014).

Esse trabalho teve como objetivo verificar a biocompatibilidade da MCB
implantada no subcutaneo, intramuscular e intraperitoneal de ratos Wistar por meio de
analises histopatoldgicas e histoquimicas, avaliando os tipos e a presenca ou auséncia das
reacOes inflamatdrias em diferentes momentos, presenca ou auséncia de células gigantes,
neovascularizacdo e de tecido conjuntivo; e também comparando a distribuicdo e o

arranjo das fibras de colageno tipo I e 111 e de reticulina, ao redor da membrana.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Producdo das Membranas de Celulose Bacteriana (MCB)

As MCB foram obtidas a partir da cultura de G. xylinus ATCC 53582 preparada
usando 100 mL do meio de Hestrin e Schramm a 30°C por 48 h sob agitacdo de 150 rpm.
Depois disso, 106 células/mL-1 foram retiradas do meio de cultura. Para a producéo de
NCB, foram utilizadas placas de 24 pogos. Cada poco foi preenchido com 1 mL de meio
de cultura inoculado. As placas foram mantidas a 30°C em cultura estatica por 0, 24, 48,
72 e 96h. A seguir as membranas medindo um centimetro de diametro foram
acondicionadas em tubos contendo solucdo PBS estéril conforme a metodologia de Jozala

et al., 2015.

2.2 Modelo Experimental
Todos os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pela
Comissdo de Etica e Experimentacio Animal da FMVZ/UNESP — Campus Botucatu-SP

(CEUA), sob o protocolo n° 63/2019 (Anexo 1).
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Cento e cinco ratos Wistar adultos (Rattus novergicus albinus), machos e fémeas
com 200g de peso vivo, foram divididos em trés grupos e eutanasiados em trés momentos
durante o experimento: 15, 30 e 60 dias de pos-operatorio.

Os animais foram mantidos em ambiente controlado, em caixas individuais
durante todos os tempos experimentais recebendo agua e racdo ad libitum, no Biotério de
Estudos em Neuroinflamacéo da FFC/UNESP — Campus de Marilia-SP.

A divisdo dos grupos experimentais foi realizada de forma randomizada por
sorteio nos dias dos procedimentos cirtrgicos, ou seja, 0s 105 animais foram divididos

aleatoriamente em cada momento.

2.3 Procedimento cirdrgico

ApoOs pesagem, os animais foram anestesiados mediante administracdo de
associacdo anestésica de cloridrato de quetamina?, na dose de 60mg/kg de peso corporal,
cloridrato de xilazina®, na dose de 1mg/kg de peso corporal e de morfina na dose de
5mg/kg de peso corporal, aplicado por via intramuscular na face caudal do membro
pélvico esquerdo. Foi realizada a assepsia com alcool 70%, apds epilacdo manual dos
sitios dos implantes.

Para a fixacdo da MCB no intraperitdneo, foi realizada uma inciséo na linha alba
de 20 mm de comprimento, acessando a cavidade abdominal e a membrana foi fixada no
peritdnio do lado esquerdo do animal.

Na fixacdo da membrana no subcutaneo, foi realizada uma inciséo da pele de 10
mm de comprimento na regido cervical média, e amembrana foi fixada no subcutaneo do

animal.

2 Quetamina - Vetnil
3 Xilazin 2% - Syntec
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Para o implante intramuscular, foi realizada incisdo de 5mm de comprimento na
face lateral do membro pélvico direito e a membrana foi fixada no interior do muasculo
biceps femoral.

Nos trés sitios de implantes, a fixacdo da membrana foi realizada com um ponto
simples de sutura usando fio de nylon 5-0%. As membranas foram implantadas com um
distanciamento seguro das incisdes iniciais, com a finalidade de ndo haver interferéncias
com processo cicatricial da inciséo.

No pés-operatério, 0s animais receberam terapia para analgesia a base de
tramadol® na dose de 5mg/kg de peso corporal por trés dias a cada 12 horas.

ApoOs o periodo pds-operatorio indicado para cada grupo, os animais foram
eutanasiados sob sobredose anestésica de isoflurano® em camara de inalagdo e os sitios

contendo as membranas implantadas, colhidos e fixados.

2.4 Analises histopatoldgicas

As laminas histoldgicas coradas com hematoxilina e eosina (HE) (MERCK & CO,
2021) foram analisadas pela microscopia de luz de forma quantitativa e qualitativa com
relacdo aos seguintes parametros: presenca ou auséncia de reacdo inflamatoria, de células
gigantes, neovascularizacdo, tecido conjuntivo e ao tipo das reagdes inflamatorias
presentes. As laminas coradas por Tricrémico de Masson, Reticulina e Picrosirius Red
utilizando a técnica descrita por Jungueira et al., (1978), foi verificado o tipo de fibra

colagena envolvida no processo cicatricial.

4 Fio de nylon 5-0 — Shalon
5 Cronidor 2% - Agener Unido
® Isoflorine - Cristalia
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As laminas foram observadas em microscopio de luz polarizada modelo Olympus
BX-41 com cadmera de video digital acoplada DP-25, marca Olympus do laborat6rio de
Embriologia da FAMEMA — Faculdade de Medicina de Marilia.

A leitura das laminas foi realizada na forma de triplo-cego, ou seja, por trés
médicos veterinarios com experiéncia na leitura das laminas onde cada um dos
observadores realizaram a classificacdo de forma independente e individual.

As reacOes inflamatorias, células gigantes, neovascularizagdo e tecido conjuntivo
foram classificados quanto a presenca de alteragdo, sendo 0 para ausente (sem sinais das
caracteristicas), 1 para discreto (até 25% da variavel analisada), 2 para moderado (até
50%) e 3 para intenso (acima de 75% de alteracdo presente na lamina). Essas alteracoes
inflamatdrias também foram classificadas segundo ao tipo de infiltrado celular, podendo
ser neutrofilico (predominio de neutrofilos sem infec¢do), mononuclear (mondcitos,
macrofagos, linfocitos e plasmacitos), granulomatoso (populacdo mista de neutrofilos
sem infeccdo, macréfagos e células gigantes), piogranulomatoso (populagdo mista de
neutrofilos com infeccdo, macrofagos e células gigantes) e eosinofilica (predominancia
de eosindfilos).

Nas coloracdes histoquimicas, foi avaliado o acimulo de colageno ao redor da
membrana, nos diferentes grupos (15, 30 e 60), sendo possivel a identificacdo qualitativa
do colageno do tipo 111, com refringéncia verde, e do coldgeno do tipo I, que apresenta

refringéncia amarelada a avermelhada (JUNQUEIRA et al., 1978).

2.5 Anédlises Estatisticas
Foi realizada analise estatistica descritiva de todos os parametros avaliados.
Os parametros expressos em comparacao das categorias entre 0s momentos 15,

30 e 60 dias foi utilizado o teste ndo paramétrico de Qui-Quadrado para comparar esses
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valores em cada grupo e a correlacdo em a presenca de reacdo inflamatoria crénica versus
a presenca de tecido conjuntivo ao redor da membrana foi utilizado a Correlagdo de
Spearmann, Quando a correlacdo é proxima de -1 entdo a relacdo é negativa, por outro
lado a correlagdo préxima de 1 indica correlacdo positiva. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas com valores de P inferiores ou igual a 0,05

(MORETTIN & BUSSAB, 2010).

Os programas utilizados para processamento dos dados foram Excel e R Core

Team (2020).

2.6 Resultados

Os resultados dos parametros histologicos analisados foram distribuidos com os
numeros de animais absolutos e em porcentagens com relacdo a presenca ou auséncia de
alteracdo e ao tipo da reacdo inflamatoria. Os nimeros séo apresentados na tabela 1 para
a analise do subcutaneo, na tabela 3 para intramuscular e tabela 5 para intraperitoneal.
Além disso, foi observada a presenca de uma correlacdo positiva entre a presenca de
reacdo inflamatdria cronica e a presenca de tecido conjuntivo ao redor da membrana
implantada, sendo assim a presenca de tecido conjuntivo estava relacionada com o
processo inflamatorio presente. O resultado do valor de P da correlacdo entre o0 processo
inflamatorio e a fibrose no subcutaneo foi de 0,1155 aos 15 dias, 0,1823 aos 30 dias e
0,0113 aos 60 dias; no intraperitoneal foi de 0,3339 aos 15 dias, 0,0773 aos 30 dias e
0,0409 aos 60 dias. O valor de P no intramuscular foi considerado positivo apenas aos 60
dias de pds-operatdrio, sendo 0,0143. Os resultados sdo apresentados na tabela 2 para

subcutaneo, na tabela 4 para intramuscular e tabela 6 para intraperitoneal.
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TABELA 1 — Resultados da reagéo biologica com relacédo a presenca e tipo da reacgao inflamatoria e
presenca de células gigantes mononucleadas, neovascularizagdo e tecido conjuntivo ao redor da
membrana de celulose bacteriana implantada no subcuténeo, nos diferentes momentos.

Coloragédo HE Grupo Ausente Discreta Moderada Intensa Valor de p
15 0 14 (37,8%) 17 (45,9%) 6 (16,2%)
Reacéo Inflamatéria 30 0 14 (41,2%) 12 (35,3%) 8 (23,5%) 0,1859
60 0 13 (43,3%) 6 (20%) 11 (36,7%)
15 4 (10,8%) 26 (70,3%) 7 (18,9%) 0
Células Gigantes 30 0 10 (29,4%) 16 (47,1%) 8 (23,5%) <0,001
60 1(3,3%) 12 (40%) 10 (33,3%) 7 (23,3%)
15 6 (16,2%) 26 (70,3%) 5 (13,5%) 0
Neovascularizagéo 30 9 (26,5%) 10 (29,4%) 13 (38,2%) 2 (5,9%) 0,0062
60 3 (10%) 22 (73,3%) 4 (13,3%) 1 (3,3%)
15 0 36 (97,3%) 1(2,7%) 0
Tecido Conjuntivo 30 1(2,9%) 15 (44,1%) 17 (50%) 1(2,9%) <0,001
60 1(3,3%) 22 (73,3%) 6 (20%) 1 (3,3%)
Neutrofilica ~ Mononuclear Granulomatosa Piogranulomatosa  Valor de p
Tipo da Reagdo 15 1(2,7%) 15 (40,5%) 4 (10,8%) 17 (45,9%)
Inflamatdria 30 3(8,8%) 2 (5,9%) 17 (50%) 12 (35,3%) <0,001
60 0 10 (33,3%) 12 (40%) 8 (26,7%)

TABELA 2 — Correlacéo entre a presenca de reacdo inflamatdria crénica versus a presenca de tecido
conjuntivo ao redor da membrana no subcutaneo.

Momento C. Spearman* Valor de p
15 0,2632 0,1155
30 0,2343 0,1823
60 0,4560 0,0113

*Correlagdo de Spearman
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TABELA 3 — Resultados da reacdo bioldgica com relagdo a presenca e tipo da reagdo inflamatoria e
presenca de células gigantes mononucleadas, neovascularizacdo e tecido conjuntivo ao redor da
membrana de celulose bacteriana implantada intramuscular, nos diferentes momentos.

Coloragédo HE Grupo Ausente Discreta Moderada Intensa Valor de p
15 0 22 (61,1%) 13 (36,1%) 2 (5,5%)
Reacdo Inflamatéria 30 0 0 35 (85,4%) 6 (14,6%) 0,3333
60 3 (13%) 20 (83,4%)
15 2 (5,5%) 34 (94,5%) 0 1 (2,8%)
Células Gigantes 30 0 12 (28,4%) 9 (21,4%) 20 (47,6%) 0
60 0 1 (4%) 1 (4%) 21 (91%)
15 3 (8,4%) 31 (86,1%) 3 (8,4%) 0
Neovascularizagao 30 1(2,95%) 30 (88,3%) 3(8,83%) 0 0,075
60 0 23 (100%) 0 0
15 0 35 (97,2%) 2 (5,5%) 0
Tecido Conjuntivo 30 35 (97,2%) 2 (5,5%) 0 0
60 0 35 2 0

Neutrofilica Mononuclear  Granulomatosa Piogranulomatosa  Valor de p

Tipo da Reagéo 15 0 2 (5,5%) 3(8,4%) 32 (88,9%)
Inflamatéria
30 5 (12%) 8 (20%) 0 28 (68%) 0
60 1 (4%) 0 0 23 (96%)

TABELA 4 - Correlago entre a presenca de reacdo inflamatdria crénica versus a presenca de tecido
conjuntivo ao redor da membrana no intramuscular.

Momento Valor P
15 0
30 0
60 0,0143

*Teste Qui-Quadrado
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TABELA 5 — Resultados da reacdo biologica com relagdo a presenga e tipo da reacdo inflamatéria e
presenca de células gigantes mononucleadas, neovascularizacdo e tecido conjuntivo ao redor da
membrana de celulose bacteriana implantada intraperitoneal, nos diferentes momentos

Coloracéo HE Grupo Ausente Discreta Moderada Intensa Valor de p
15 0 13 (38,2%) 11 (32,4%) 10 (29,4%)
Reacdo Inflamatéria 30 0 9 (25,7%) 13 (37,1%) 13 (37,1%) 0,1502

60 3(8,3%) 6 (16,7%) 13 (36,1%) 14 (38,9%)
15 4 (11,8%) 9 (26,5%) 10 (29,4%) 11 (324%)

Células Gigantes 30 2 (5,7%) 6 (17,1%) 6 (17,1%) 21 (60%) 0,291
60 5 (13,9%) 9 (25%) 10 (27,8%) 12 (33,3%)
15 10 (29,4%) 9 (26,5%) 12 (35,3%) 3(8,8%)

Neovascularizagdo 30 5 (14,3%) 28 (80%) 1(2,9%) 1(2,9%) <0,001
60 13(36,1%) 21 (58,3%) 2 (5,6%) 0
15 3(8,8%) 29 (85,3%) 1(2,9%) 1(2,9%)

Tecido conjuntivo 30 1(2,9%) 33 (99,3%) 1(2,9%) 0 < 0,001
60 2 (5,6%) 19 (52,8%) 15 (41,7%) 0

Neutrofilica  Mononuclear  Granulomatosa  Piogranulomatosa  Valor de p

Tipo da Reagdo 15 6(17,6%) 1(2,9%) 19 (55,9%) 8 (23,5%)
Inflamatéria 30 2 (5,6%) 1(2.9%) 17 (48,6%) 15 (42,9%) 0,067
60 2 (5,6%) 4 (11,1%) 8 (22,2%) 19 (52,8%)

TABELA 6 - Correlagéo entre a presenca de reacdo inflamatéria crénica versus a presenca de tecido
conjuntivo ao redor da membrana no intraperiténeo.

Momento C. Spearman* Valor P
15 0,1709 0,3339
30 -0,3026 0,0773
60 0,4560 0,0113

*Correlagdo de Spearman

Os resultados da andlise histopatoldgica sdo apresentados na figura 1.
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Figura 1 - - Fotomicrografia das alteragdes histopatoldgicas aos 15, 30 e 60 dias de
pos-operatdrio do implante da membrana de celulose bacteriana intraperitoneal.
Hematoxilina e Eosina, 40x.

60 dias

(A) - Discreta inflamacédo granulomatosa do tipo corpo estranho, notar célula gigante
na seta; (B) - Presenca moderada de células gigantes multinucleadas; (C) - Moderada
neovascularizacdo; (D) - Moderada inflamag&o granulomatosa do tipo corpo estranho;
(E) - Presenca intensa de células gigantes multinucleadas; (F) - Discreta
neovascularizacdo; (G) - Intensa inflamacédo piogranulomatosa; (H) - Presenca intensa
de células gigantes multinucleadas; (1) - Discreta capsula de tecido conjuntivo ao redor
da membrana.

A andlise das laminas coradas pelas técnicas histoquimicas foi realizada de forma
semi-quantitativa e revelou que pela coloracéo de Picrosirius Red, na microscopia de luz
polarizada, aos 15 dias de pds-operatorio, observou-se ao redor das membranas
implantadas uma rede de fibras colagenas organizadas paralelamente a membrana que
refringiam em tons de verde e amarelo e, ocasionalmente alaranjado, indicando-se tratar
de fibras de colageno tipo Il em todas as membranas analisadas do subcutédneo e
intraperitoneal. No intramuscular, a rede de fibras de coldgeno formada refringiram tons
de vermelho, ou seja, aos 15 dias de pos-operatorio, o colageno ja era maduro, do tipo I.

Na dependéncia da resposta inflamatoria, a quantidade de fibras colagenas era
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diretamente proporcional a inflamacgéo, ou seja, quanto maior a reacdo inflamatéria mais
quantidade de rede de fibras colagenas.

Aos 30 dias de pds-operatorio, ha semelhanca do que foi observado aos 15 dias, a
quantidade das fibras colagenas ao redor da membrana também estava relacionada a
quantidade de inflamacdo. Neste momento de observacdo, observou-se gradual
modificacdo na coloracdo das fibras colagenas que adquiriram tonalidade alaranjada
indicando polimerizagdo do colageno imaturo, tipo 11 (verde) para coldgeno maduro, tipo
I (vermelho) no subcuténeo e intraperitoneal. No intramuscular, o colageno era vermelho,
do tipo 1.

Aos 60 dias de pos-operatério, ao redor das membranas ficou evidente a
organizagdo e a compactacdo do colageno ao redor da membrana que tinha coloragéo
avermelhada e se apresentava de forma linear de menor espessura em todas as amostras.

Pela coloracdo de Tricromico de Masson foi observado presenca de fibras de
coladgenos em todos os momentos, sendo que aos 15 dias essa rede de fibras se apresentou
maior, desorganizada e entrelacada no infiltrado inflamatorio. Aos 30 dias de pds-
operatorio a rede de fibras ainda se apresenta espessa e desorganizada, em meio do grande
infiltrado inflamatdrio presente nesse momento, como visto aos 15 dias. Aos 60 dias de
pos-operatdrio, essa rede de fibras de colageno apresentou-se visivelmente mais
organizada e em formato linear ao redor da membrana.

Na coloracdo de Reticulina, aos 15 dias de pos-operatorio observou-se arranjo das
fibras de reticulina delicada com discretas ramificacbes adentrando na membrana
implantada. Aos 30 dias de pds-operatdrio, notou-se reticulina delicada com ramificacdes
em menor intensidade. Aos 60 dias de pds-operatorio, ao redor da membrana, ficou

evidente a organizagéo e unido das fibras de reticulina.
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Podemos observar a distribuicdo e o arranjo de fibras colagenas do subcutaneo na
figura 1, intramuscular na figura 2 e intraperitoneal na figura 3.

Figura 2 - Histoquimica — Fotomicrografia do subcutdneo. Objetiva de 40x.
_15dias 30 dias S 60 dias

Tricrémio de Massom

Reticulina

Picrosirius Red

Tricrémico de Masson: notar as fibras de coldgeno ao redor da nanomembrana coradas
em azul;

Reticulina: notar a presenca de delicadas fibras reticulares coradas em negro na interface
entre a membrana e o periténio;

Pricrosirius Red sob luz polarizada, notar colageno tipo | (vermelho) e colageno tipo 11
(verde).



Figura 3 - Figura 4: Histoquimica — Fotomicrografia intramuscular. Objetiva de 40x.

Tricrémio de Massom

Reticulina

Picrosirius Red

60 dias

Tricrémico de Masson: notar as fibras de coldgeno ao redor da nanomembrana coradas
em azul;
Reticulina: notar a presenca de delicadas fibras reticulares coradas em negro na interface
entre a membrana e o peritdnio;

Pricrosirius Red sob luz polarizada, notar colageno tipo | (vermelho).

27
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Figura 4 - Histoquimica — Fotomicrografia intramuscular. Objetiva de 40x.

15 dias 60
e

dias

=

Tricrémio de Massom
P

Reticulina

Picrosirius Red

Tricrémico de Masson: notar as fibras de coldgeno ao redor da nanomembrana coradas
em azul;

Reticulina: notar a presenca de delicadas fibras reticulares coradas em negro na interface
entre a membrana e o peritdnio;

Pricrosirius Red sob luz polarizada, notar colageno tipo | (vermelho) e colageno tipo 111
(verde).

2.7 Discussao

A biocompatibilidade ¢ um dos principais requisitos de qualquer biomaterial
implantado e pode ser definida como a capacidade de permanecer em contato com tecido
vivo sem causar danos ao tecido. (WILLIAMS, 2008).

A MCB é geralmente considerado um material biocompativel, embora, poucos
estudos relataram o estudo do destino de implantes da membrana in vivo. Neste trabalho,
avaliamos a reacdo bioldgica da membrana implantada no subcuténeo, intramuscular e

intraperitoneal, através do tipo de reacdo inflamatdria e das fibras colagenas e de
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reticulina presentes (FARNESI BASSI et al., 2020; ZHARIKQOV et al., 2018; TEIXEIRA
et al., 2019).

Diferente do esperado, no presente experiemento os implantes da membrana
apresentaram uma reacao inflamatdria do tipo corpo estranho que permaneceu aos 60 dias
em todos os sitios. A atividade inflamatéria observada nas analises histologicas, que
persistiu em todos os periodos, pode ser consequéncia do biomaterial se apresentar como
uma substancia estranha para o hospedeiro (conforme foi observado na tabela 1, tabela 2,
tabela 3 e figura 1.

Anélises sistematicas da biocompatibilidade dos biomateriais sdo essenciais para
0 uso na engenharia de tecidos. Um implante no subcutaneo de camundongos foi
analisado por Koyama e seus colaboradores (2006), que descobriram que o tecido
implantado apresentava uma reacao inflamatoria grave e a formacdo de uma massa
semalhante a um abcesso. Com isso, esse implante foi estudado e deu origem a outros
implantes, que biologicamente ndo causavam danos. Sendo assim, & possivel que a
membrana de celulose bacteriana estudada nesse trabalho possa vir a ser usada como um
dispositivo médico apos adotar algumas estratégias, como incorporacdo de enzimas, de
proteinas e fatores antigénicos, com o propoésito de que a membrana possa apresentar
melhores resultados (SHEIKH et al., 2017).

Uma discreta capsula de tecido conjuntivo foi formada ao redor da membrana aos
15 dias de pos-operatorio, permanecendo presente aos 60 dias, resultado do mecanismo
de defesa do organismo do animal. Osorio et al.., 2017 pesquisaram a biocompatibilidade
de biomateriais de celulose bacteriana encontraram resultados semelhante ao nosso, e
afirmaram que a presenca da capsula de tecido conjuntivo é um comportamento comum

para a maioria dos biomateriais implantaveis.
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A neovascularizagdo na periferia da membrana, foi marcadamente reduzida, pois
esteve abundante aos 15 dias de pés-operatério, se tornando discreta aos 60 dias, como
também foi observado por Pértile et al.., 2013, que estudaram a biocompatibilidade da
membrana de celulose bacteriana implantada no subcutaneo de camundongos. Apesar
disso, os autores afirmaram que os implantes causaram uma reacdo inflamatdria
neutrofilica leve que diminuiu com o tempo e ndo desencadeou reacdo de corpo estranho,
resultado contrario do que foi observado nesse estudo.

A formacdo da rede de fibras coladgenas esteve presente desde 0s momentos
iniciais, e o colageno inicial (colageno tipo I11) foi sendo substituido por um colageno
maduro (colageno tipo 1), mais resistente e organizado ao longo das linhas de tenséo.
Embora a formacgéo das fibras de colageno, organizadas e maduras, esteja relacionada
com um processo de cicatrizacdo, a permanéncia da reacdo inflamatéria crénica com
reacao a corpo estranho inibe a compatibilidade do implante com o organismo do animal.
Foi confirmado pela analise estatistica que existe uma correlacao positiva entre a presenca
do tecido conjuntivo e a reagdo inflamatdria crénica, ou seja, a presenca de tecido
conjuntivo ao redor da membrana esta relacionada com o processo inflamatorio presente.
Esses resultados corroboram com Sepulveda et al.., 2016, que estudaram a
biocompatibilidade do implante da membrana de celulose bacteriana em cdrnea de
coelhos, e com Farnezi Bassi et al.., 2020, onde avaliaram a viabilidade da mesma
membrana para propriedade osteopromotora em ratos Wistar, e concluiram que, como
consequéncia dos implantes, houve uma resposta inflamatoéria crénica do tipo corpo

estranho.

2.6 Conclusdo
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Podemos concluir que a MCB é considerada um material para implantes com
caracteristicas de biocompatibilidade. Uma discreta capsula de tecido conjuntivo pode ser
aceitdvel para um implante, porém ndo podemos caracterizar como biocompativel a
presenca de reacdo inflamatdria crbnica do tipo corpo estranho no final do tempo
estudado. No entanto, nosso trabalho aponta uma necessidade de investigacdo mais

aprofundada para que possa ser usado como dispositivo médico.
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4, CONCLUSAO GERAL

A MCB é considerada um material para implantes com caracteristicas de
biocompatibilidade. Uma discreta capsula de tecido conjuntivo pode ser aceitavel para
um implante, porém até o momento, ndo se pode caracterizar a MCB como biocompativel
devido a presenca de reacdo inflamatoria granulomatosa do tipo corpo estranho no final

do tempo estudado.
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low number of pixels and imited set of colors;

= Supply files that are too low in resolution;

= Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Codor artwork

Flease make sure that anwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted artide, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additionad charge, that these figures will appear
n color onkne {e.g., SdenceDirect and other sites) regardiess of whether or not these dlustrations
are reproduced in color in the primted version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted artidle. Ploase
indicate your preference for color: in print o anling only. Further Information on the preparation of
electronic artmork.

INustration services

Elseviers Author Services offers THustration Services 1o authors prepaning 1o submit 3 manuscript but
concemed about the guality of the images accompanying their article. Elsevier's expert Sustrators
can produce scientific, technical and medical-style images, a5 well as a full range of chans, tables
and graphs. Image polishing’ &5 also avallable, where our Bustrators take your image(s) and improve
them to a professional standard. Please visit the website to find out mare.

Figwe captions

Ensure that each Bustration has 3 caption. Supply captions separately, not Mtached to the figure. A
caption shoudd comprise a brief title (mot on the figure tself) and a description of the lllustration. Keep
text in the Mustrations themselves to 3 minimum but expiain alf symbols and abbreviations used.
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Tables

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

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference Bst (and vike
versa). Any references dted in the abstract must be given in full. Unpublished resuits and personal
communications are not recommendad In the reference kst, but may be mentioned In the text. If these
references are inclhuded in the reference list they should foliow the standard reference style of the
Journal and should inchude a substitution of the pubiication date with gither ‘Unpubliished results’ or
“Personal communication”. Citation of 2 referance as 'in press” Imples that the Rem has been accepted
for pubication.

Reference finks

Increased discoverabiity of research and high quality peer review are ensured by oning ks to
the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and iIndexing services, such as
Scopus, CrossRel and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please
note that incomect surnames, jourmal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, plkease be careful as they may aiready contain errors. Use of the
DOI is highly encouraged.

A DOI & guaranteed never 1o change, S0 yOUu Can use it as 2 permanent link to any electronic article.
An examgle of a dtation using DOI for an artide not yet in an issue is: VanDecar 1.C., Russo R.M,,
James D.E., Ambeh W.E,, Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath
northexstern Venezudta. Journal of Geophysical Research, htps://dol.org/10.1029/2001JB00D8E4.
Please note the format of such citations showld be in the same style as all other references in the paper.

Webd references

As a mensmum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, ¥ known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
shouid also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading If desired, or can be included in the reference list.

Data references

This joumal encourages you to cte underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
In your text and induding a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data reposiory, version (where available), year,
and global persistent Identifier. Add [dataset] immediately before the reference S0 we can propery
identify t 25 a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your pubiished article.

References In a speciy issue
Please ensure that the words this ssue' are added to any references In the list {(and any citations in
the text) to cther articles in the same Speciad Issue,

Reference shyle

Text: Indicate references by number(s) In square brackets in line with the text. The actual authors
can be referred to, but the reference number(s) must always be gven.

Exampie: "..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a cifferent result _...'

List: Number the references {(numbers in square brackets) in the list in the arder in which they appear
in the texe.

Examples:

Reference to a journal pubication:

[1) 3. van der Geer, 1.A.). Hanraads, R.A. Lupton, The art of witing a scientific articie, ). Sci. Commun.
163 {2010) 51-59. https: //dol.org/10.1016/1.5c. 2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

{2] 1. van der Geer, J.A). Hanraads, R.A. Lupton, 2018, The art of writing a scentific articie. Hellyon.
19, e00205. https://doi.org/10.1016/).hellyon. 2018 e00205.

Reference to 2 book:

{3] W. Strunk X, E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York, 2000.
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Referance to a chapter in an edited book:

[4] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your artice, in: 8.5, Jones, R.Z.
Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York, 2009, pp. 281-304,
Reference to a websse:

15] Cancer Research UK, Cancer statistics reports for the UK. tp://www.cancerresearchauk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003 (accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] (6] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortafity data for Japanese oak wit
disease and surmounding forest compostions, Mendeley Data, vl, 2015, hatps://doi.org/10.17632/
Aw)98nb39r.1.

Referance to software:

[7] E. Coon, M. Berndt, A_ Jan, D. Svyatsiy, A. Atchiey, E. Xikinzon, D. Harp, G. Manzini, E. Shelef,
K. Upnikow, R. Garmela, C. Xu, D. Moufton, S. Karra, S. Painter, E. Jafarov, S. Molins, Advanced
Terrestrial Simufator (ATS) vO.E8 (Version 0.88), Zencdo, March 25, 2020. https://doi.org/10.5281/
2en0d0.3727205.

Journal abbreviations souwrce
Journal names shousd be abbreviated according to the List of Thie Word Abbreviations.

Video

Elsevier accepts video material and anemation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their articke are
strongly encouraged to inchude links to these within the body of the articie. This can be done in the
SaMe wdy as a figure or table by refernng to the video or animation content and noting in the body
text where It should be placed. All submitted files should be propery labeled so that they dwectly
refate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material i dwectly
usable, please provide the fle in one of our recommended Mg fomats with a preferred maximeam
size of 150 MB per file, ! GB in total Video and animation files suppled will be published cnfine in
the electronic version of your article in Eisevier Web products, indudng ScienceDrect. Please supply
stills” with your fles: you can chocse any frame from the video or animation of make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the ink to youwr video data. For
more detalied instructions please visit our video Instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of tha jounal, please provide text for both the electronic
and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound cips, can be pubiished with your
articie to enhance it. Submited supplementary (tems are published exactly as they are recelved [Excel
or PowerPoint fles will appedr as such onling). Mease submit your material together with the artide
and supply a concise, descrigtive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary matenal during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on 3 previous version. Pease switch off the "Track Changes' cption
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

RESEARCMH DATA

This jocuma! cupports and enables you to share data that supports your research publication where
2ppropriate, and emabies you to interink the data with your publshed articles. Research data
refers to the results of cbservations or experimentation that validate research findings. To faclitate
regroducibility and data reuse, this journal also encourages youw to share your software, code, modeds,
algorthms, protocels, methods and cther wsefd materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availabiity of your data when submiting your manuscript. When sharing data in one af
these ways, you are expected to dte the data in your manuscript and reference list. Please refer to the
“References” section for more information about data ctation. For more information on depositing,
sharing and using research data and cther relevant research materials, visit the research data page.

Data Linking

If you have made your research data availadble in 3 data repasitory, you can link your articde directly to
the dataset. Elsevier collaborates wath 2 number of repositones to link artides on SdenceDirect with
réfevant repasitories, ghving readers access to underlying cata that give them a better understanding
of the research desonbed.
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There are different ways to link your datasets to your artide. When avaiabie, you can directly link
your dataset to your articie by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database lnking page .

For supported data repostories a repository banner will automatically appear next to your published
articke on SclenceDirect.

In acgdtion, you can Snk to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the foliowing format: Database: xxxx {e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053,
PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journad supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed daa, video, code, software, algonthms, protocols, and methods) asscoated with your
manuscript i a free-to-use, open Coess repasitory. Before submitting your article, you can depost
the reievant datasets to Mendefey Dadta. Piease include the DOI of the deposited dataset(s) in your
main manuscript fe. During the submission process, after uploading your manuscript, you will have

the opportunity to upioad your relevant datasets directly to Mendeley Data,

For more information, visk the Mendeiey Data for Joumals page.

Data statement

To foster transparency, authors are required to indude 2 "Data availabiity' section In their manusonpt
prior to their referance section. The intention of this section is to provide readers with information on
where they can obtain the research data reguired to reproduce the work reported in the manusaript.
This may also be a requirement of your funding body or institution. For more information on specfic
requirements, please visit the Materials Today Data Statement page.

Data in Brief

You have the option of conwverting any or all parts of your supplementary or additional raw data into
2 data article pubiiched in D2 in Brief. A data artide is 2 new kind of article that ensures that your
data are actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and made publicly availabie
to all upon publication (watch this viceo describing the benefits of publishing your data in Dada in
Brief). You are encouraged to submit your data article for Dada in Brief as an addtional item directly
ongside the revised version of your manuscnipt. If your researnch articie is accepted, your data artide
will automatically be transferred over to Oata in Brief where it will be editorally reviewed, pubiiched
open access and linked to your research aticle on SdenceDirect. PMease note an open access fee &
payatie for pubication in Data in Snief. Full detaiis can be found on the Data n Brief websie. Plexse
use ths template to write your ODaa i Brief data article.

MethodsX

You have the option of conwerting relevant protocols and metheds into one or multiple MethodsX
artickes, a3 new kind of article that describes the detalds of customized research methods. Many
researchers spend a significant amount of time on devwsioping methods to Mt their specific needs or
sefting, but often without getting credit for this part of their work. MethodsX, an open access joumal,
now publishes this information in order to make it searchable, peer reviewed, citable and reproducible.
Authors are encouraged to submit their MethodsX articke as an additional item directly alongside the
revised version of thelr manuscript. If your research article is accepted, your methods artide wil
automatically be transfemed over to MethodsX where it will be editorially reviewed. Please note an
open access fee i payable for publication in MethodsX. Full detalls can be found on the MethodsX
wobsite. Please use this tomplate to prepare your MethodsX artice.

AFTER ACCEPTANCE
Oniline proof correction

To ensure a fast pubication process of the articke, we kindly ask authors to provide us with their proof
corections within two days. Corresponding authors will receive an @-mail with a bnk to our online
proofing system, allowing annotation and correction of proofs onéine. The emaronmant is similar to
MS Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer Questions
from the Copy Editor Web-based proofing provides 2 faster and less emor-prona process by aliowing
you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.
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17 preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. Al instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, Including altermative methods to the anline
version and PDF.

We will do everything possible to get your artide pubished quicidly and acounately. Please use this
proof only for checidng the typesetting, editing, coampleteness and comrectness of the text, tables and
figures. Significant changes %o the article a5 accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It i important to ensure that all corrections are sent back
to us In one communication. Please check carefully before replying, as indusion of any subsequent
corections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility,

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Unk providing S0 days free
acoess to the final pubished version of the artice on ScenceDirect. The Share Link can be used for
sharing the articke via any communication channel, including email and sccial media. For an extra
charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article &
accepted for publication. Soth corresponding and co-authars may order offprints at any tme via
Ebkeviers Author Servces. Cormesponding authors who have published their article gold open access
do not receive a Share Link a5 their final putiished version of the article is avalable open access on
ScenceDirect and can be shared throwgh the article DOT hnik.

AUTHOR INQUIRIES
Visit the Esevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from

Frequantly Asked Questions to ways to get in touch.
You can also check the status of your submitted articke or find out when your accopted articke wil

be pubizhed.
© Copyragnt 2018 Elaviat | MEIRE //winw altd vier com
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