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RESUMO 1 

 2 

Embora o uso de cartilagem elástica de origem animal, como xenoenxerto, seja conhecido na rotina 3 

veterinária, suas propriedades e as reações que provocam no organismo do animal ainda são pouco 4 

conhecidas, principalmente quando tratadas em solução alcalina. O conhecimento dessas 5 

particularidades poderá possibilitar maior segurança no desenvolvimento de novos biomateriais para a 6 

rotina clínica e cirúrgica humana e veterinária. Desta forma, este estudo teve como objetivo principal 7 

analisar comparativamente a biocompatibilidade entre as cartilagens elásticas bovinas tratada em 8 

solução alcalina e as cartilagens não tratadas, implantadas em ratos Wistar. As cartilagens foram 9 

obtidas de orelhas bovinas e, metade destas foram tratadas em solução alcalina e a outra metade não 10 

foram tratadas. Independente do tratamento, as cartilagens foram esterilizadas em óxido de etileno. As 11 

cartilagens foram implantadas no subcutâneo da região dorsal, entre as escápulas em ratos (N=50) 12 

sendo que GE (N=25) receberam cartilagens tratadas e GC (N=25) receberam cartilagens não tratadas. 13 

Para a retiradas dos implantes foram eutanasiados cinco animais de cada grupo nos dias 3, 7, 14, 21 14 

e 42 sendo que as características macroscópicas desencadeadas pelo implante foram avaliadas e 15 

estadiadas como fibroses, coágulos e infecções. Foram realizadas avaliações histopatológicas para 16 

verificar a reação tecidual, qualificando e quantificando-se o processo inflamatório e da proliferação do 17 

tecido conjuntivo. Os resultados mostram que GE possui menor quantidade de infiltrado inflamatório e 18 

melhor organização do tecido conjuntivo em relação a GC. Os padrões de degradação da cartilagem 19 

em GE mostraram diminuição na matriz cartilaginosa em relação a GC e não houve diferença 20 

significativa do processo de neovascularização entre os grupos. Concluiu-se que o tratamento alcalino 21 

proporcionou melhor biocompatibilidade para a cartilagem elástica quando implantada no subcutâneo 22 

de ratos. 23 

Palavras-Chave: biomaterial, cartilagem elástica, xenoenxerto 24 
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 1 

ABSTRACT 2 

Although the use of elastic cartilage of animal origin, as xenograft, is known in the veterinary routine, its 3 

properties and the reactions that provoke in the organism of the animal are still little known, especially 4 

when treated in alkaline solution. Knowledge of these particularities may allow greater safety in the 5 

development of new biomaterials for routine human and veterinary clinical and surgical procedures. 6 

Thus, the main objective of this study was to analyze the biocompatibility between bovine elastic 7 

cartilage treated with alkaline solution and untreated cartilage implanted in Wistar rats. Cartilages were 8 

obtained from bovine ears and half of them were treated in alkaline solution and the other half were not 9 

treated. Regardless of the treatment, the cartilages were sterilized in ethylene oxide. Cartilages were 10 

implanted in the subcutaneous region of the dorsal region, between the scapulae in rats (N = 50), and 11 

SG (N = 25) received treated cartilages and CG (N = 25) received untreated cartilages. Five animals 12 

from each group were euthanized on days 3, 7, 14, 21 and 42 and the macroscopic characteristics 13 

triggered by the implant were evaluated and staged as fibroses, clots and infections. Histopathological 14 

evaluations were performed to verify the tissue reaction, qualifying and quantifying the inflammatory 15 

process. The results show that SG has a smaller amount of inflammatory infiltrate and better 16 

organization of the connective tissue in relation to CG. Cartilage degradation patterns in SG showed a 17 

decrease in the cartilage matrix in relation to CG and there was no significant difference in the 18 

neovascularization process between the groups. It was concluded that the alkaline treatment provided 19 

better biocompatibility for the elastic cartilage when implanted in the subcutaneous of rats. 20 

Keyword: biomaterial, elastic cartilage, xenograft 21 
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CAPÍTULO 1: INTRODUÇÃO GERAL 1 

 2 

A definição de “biomateriais” é bastante complexa, devido à diversidade 3 

de materiais usadas nesse campo. No entanto, WILLIAMS, (2009), definiu 4 

“biomaterial” como substâncias projetadas com uma forma especifica para 5 

servir isoladamente ou como parte de um sistema mais complexo, auxiliando 6 

o curso de um procedimento terapêutico ou de diagnostico, controlando e/ou 7 

interagindo com componentes dos sistemas vivos, tanto em medicina, quanto 8 

em veterinária. 9 

Apesar de serem usados de forma empírica, desde a antiguidade, 10 

somente a partir do século XX os biomateriais começaram a ser estudados de 11 

forma sistemática e a serem produzidos com materiais sintéticos (HUEBSCH; 12 

MOONEY, 2009). Atualmente é um campo que envolve diversas áreas que 13 

vão além do campo médico, como o legal, o ético, o industrial e o 14 

governamental (RATNER; BRYANT, 2004). 15 

Um dos grandes desafios na aplicação dos biomateriais é que esses 16 

sejam mecanicamente e biologicamente compatíveis (TIBBITT et. al 2015). 17 

Diante desses desafios, as pesquisas na área devem se atentar a fatores 18 

como biocompatibilidade, bioatividade e biodegradabilidade desses materiais. 19 

A biocompatibilidade é uma das propriedades mais buscadas em um 20 

material, pois se trata da relação entre o organismo hospedeiro e o material 21 

implantado, de forma que um não prejudique o outro. Entretanto, é um 22 

conceito muito debatido, pois não se trata apenas de uma característica 23 

inerente ao material, mas o resultado de uma complexa interação entre 24 

material e organismo (WILLIAMS, 2014).  25 

Outro ponto de interesse na busca de um biomaterial é sua bioatividade, 26 

definida como a capacidade do material de interagir ou não com o organismo 27 

(ORÉFICE; PEREIRA; MANSUR, 2006). Materiais considerados bioativos 28 

estão sendo cada vez mais requisitados principalmente aqueles que auxiliam 29 

na regeneração tecidual (TIBBITT et. al., 2015). Já a biodegradabilidade é a 30 

capacidade do material ser degradado e substituído in vivo, evitando a 31 

necessidade de remoção deste por uma segunda cirurgia (ORÉFICE; 32 

PEREIRA; MANSUR, 2006). 33 



2 
 

Diversas classes de matérias têm sido pesquisadas e utilizadas no 1 

desenvolvimento de novos biomateriais como metais, cerâmicas, polímeros e 2 

compósitos. Dentre estes, os polímeros, principalmente os naturais como o 3 

colágeno, estão mostrando grandes benefícios. O colágeno é extraído de 4 

tecidos animais, ou pode estar na composição da matriz extracelular de 5 

tecidos conjuntivos descelularizados como xenoenxertos (FERREIRA, 2017).  6 

O uso direto de cartilagens como material de implante, sem tratamento 7 

descelularizante prévio, provoca imediata resposta inflamatória mediada por 8 

linfócitos T do tecido hospedeiro contra o implante, independente desse 9 

material ser de animais da mesma espécie ou xenógena (Filho 2015). Esta 10 

reação inflamatória pode comprometer a biocompatibilidade do biomaterial, 11 

acelerando a degradação ou gerando resultados insatisfatórios devido a 12 

intensa inflamação (Keane et al. 2012; Wong, Griffiths 2014) 13 

Para evitar essa reação intensa, a cartilagem deve passar por tratamento 14 

descelularizante para redução da antigenicidade e estímulo de processo 15 

inflamatório (Anna&Yang 2017).  Porém, os métodos de descelularização são 16 

variados e podem influenciar na biocompatibilidade da cartilagem (VulcanI et 17 

al., 2013). 18 

Alguns trabalhos demonstraram a eficácia da técnica de 19 

descelularização por solução alcalina principalmente em avaliações de 20 

aplicações clínico-cirúrgicas (Mendoza-Novelo et al. 2011, Vulcani et al. 2013, 21 

Sengyoku et al. 2018), porém, não há informações sobre as interações 22 

básicas da cartilagem tradada com o organismo vivo e nem mesmo 23 

informações a comparando com a cartilagem não tratada. 24 

Nesse contexto faz-se necessário novos estudos para avaliar a 25 

biocompatibilidade de materiais descelularizados pela solução alcalina, tanto 26 

sobre seus aspectos macroscópicos e microscópicos quanto em relação a 27 

reposta material-hospedeiro. 28 

Este estudo objetivou analisar comparativamente a biocompatibilidade 29 

entre cartilagens elásticas de origem bovina, tratadas em solução alcalina com 30 

a não tratada, sendo ambas implantadas em ratos da raça Wistar. 31 

32 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sengyoku%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29889592


3 
  

  

 

CAPÍTULO 2: ARTIGO  
 

Biocompatibilidade in vivo de cartilagens elásticas tratadas em 
solução alcalina1 

 

Araújo D.P.;2* Araujo G.H.M.;3, Vulcani V.A.S.;4 

ABSTRACT.- Vulcani V. A. S.; Araujo G. H. M.; &  Araújo D.P. 2018 [Biocompatibility of Bovine Elastic 
Cartilages treated in Alkaline Solution in Rats ] Biocompatibilidade de Cartilagens Elásticas Bovinas 
tratadas em Solução Alcalina em Ratos. Pesquisa Veterinária Brasileira 00(0):00-00. Coordenação de 
Biociência Animal. Universidade Federal de Goiás – Regional Jataí (UFG-REJ).  BR 364, km 195, nº 3800, CEP 
75801-615, Prédio da Pós-Graduação, Campus Cidade Universitária, Jataí, GO. Brazil. E-mail: 
diegoaraujomv@outlook.com 
  This study verified the in vivo biocompatibility of decellularized bovine elastic cartilage with 
alkaline solution in relation to non-decellularized cartilage implanted in rats. Fifty Wistar rats were divided 
into two groups and the experimental group (SG) received subcutaneous implants of cartilage treated in 
alkaline solution and the control group (CG) received subcutaneous implants of untreated cartilage. In both 
groups the implants were removed on days 3, 7, 14, 21 and 42 with the preparation of histological slides 
made on the Hematoxylin and Eosin technique (H & E)  for the quantification of cells inflammatory cells, 
fibroblasts, angiogenesis and cartilage degradation. The results show that SG has better biocompatibility 
than GC mainly related to the amount of inflammatory infiltrate, lower in SG; and better organization of 
fibroblasts. The patterns of cartilage degradation in GE showed a decrease in cartilaginous matrix relative 
to CG. The patterns of angiogenesis were not significant between the groups analyzed. It was concluded that 
the alkaline treatment provided better biocompatibility for the elastic cartilage when implanted in the 
subcutaneous of rats. 
 

INDEX TERMS: Biomaterial, cartilage, collagen, alkaline solution 

 

 RESUMO.- Este estudo verificou a biocompatibilidade in vivo de cartilagem elástica bovina descelularizada 
em comparação com  cartilagem não desceluarizada. Para a descelularização tratou-se a cartilagem em três 
lavagens sucessivas com solução alcalina por 72 horas cada. As amostras tratadas e não tratadas foram 
implantas no tecido subcutâneo de ratos. Foram utilizados 50 ratos da linhagem Wistar divididos em dois 
grupos homogêneos, sendo que os animais grupo experimental (GE) receberam implantes de cartilagem 
tratada e os animais do grupo controle (GC) receberam implantes de cartilagem não tratada. Em ambos os 
grupos os implantes foram retirados nos dias 3, 7, 14, 21 e 42 pós implantação para a confecção de laminas 
histológicas coradas com Hematoxilina e Eosina (H&E) para a quantificação de células inflamatórias, 
fibroblastos, neovascularização e observação da degradação da cartilagem. Os resultados mostram que o 
GE possui melhor biocompatibilidade do que GC principalmente relacionado à menor quantidade de 
infiltrado inflamatório e melhor organização dos fibroblastos. Os padrões de degradação da cartilagem em 
GE mostraram diminuição na matriz cartilaginosa em relação a GC. O padrões de neovascularização não 
foram significativos entre os grupos analisados.  Concluiu-se que o tratamento alcalino proporcionou 
melhor biocompatibilidade para a cartilagem elástica quando implantada no subcutâneo de ratos. 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Biomaterial, cartilagem, colágeno, solução alcalina 

INTRODUÇÃO  

 

O uso de cartilagem animal, como fonte de colágeno e elastina, tem despertado o interesse de 
pesquisadores devido à disponibilidade desse material, principalmente de origem bovina e suína; e pelo 
fato do tecido cartilaginoso ser bastante resistente a autólise (Vaes et al. 2013, Schwarz et al. 2015, Silvipriya 
et al. 2015, Shin et al. 2018). O tecido cartilaginoso já vem sendo usado por diversos pesquisadores na 
medicina e na veterinária com bons resultados em relação a outros biomateriais como o polipropileno 
(Vulcani et al. 2013, Ferreira 2017, Calabrese et al. 2017). 

O uso direto da cartilagem, sem tratamento descelularizante prévio, provoca imediata resposta 
inflamatória mediada por linfócitos T do tecido hospedeiro contra o implante, independente desse material 

mailto:diegoaraujomv@outlook.com
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ser de animais da mesma espécie ou xenógena (Filho 2015). Essa reação inflamatória pode comprometer a 
biocompatibilidade do biomaterial, acelerar a degradação ou gerar resultados insatisfatórios devido a 
intensa inflamação (Keane et al. 2012, Wong & Griffiths 2014).  

Para evitar essas reações intensas, a cartilagem deve passar por tratamento descelularizante para 
redução da antigenicidade e do estímulo do processo inflamatório (Anna & Yang 2017). A matriz 
cartilaginosa descelularizada, implantada em animais, pode garantir melhor biocompatibilidade fazendo 
com que essa possa gerar novos dispositivos médicos tais como veículos farmacológicos ou servindo como 
matriz para que células inseridas ou do próprio hospedeiro possam se aderir, proliferar, diferenciar e 
reocupar o espaço tecidual perdido (Schwarz et al. 2015, Huang et al. 2017, Nürnberger et al. 2019). 

Dentre os métodos químicos de descelularização pode-se citar o uso de soluções alcalinas. Essas 
soluções são, de forma geral, constituídas a base de diferentes concentrações de diversas compostos 
alcalinos tais como amônio, sulfeto de sódio e hidróxido de sódio. O alto pH resultante dessa solução é capaz 
de solubilizar os componentes celulares tais como membranas plasmáticas, organelas e ácidos nucleicos 
(Keane et al. 2015). 

A utilização da técnica de descelularização por solução alcalina tem mostrado resultados satisfatórios 
em diversos tecidos como pericárdio, fígado e tendão mostrando boa bicompatibilidade se comparado com 
outros métodos como detergentes e glicerina a 98% (Mendoza-Novelo et al. 2011, Vulcani et al. 2013, 
Sengyoku et al. 2018).  

Este estudo objetivou analisar comparativamente a biocompatibilidade entre cartilagens elásticas de 
origem bovina, tratadas em solução alcalina e cartilagem não tratadas em ratos da raça Wistar. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

 

Obtenção e preparo das cartilagens. As orelhas bovinas foram obtidas de frigoríficos 
inspecionados da região de Jataí, sendo todas da raça Nelore.  Essas foram encaminhadas para o Setor de 
Anatomia da UFG-Regional Jataí onde foram dissecadas para a extração da cartilaginosa auricular e cortadas 
em pequenos fragmentos quadrados de 1,5 cm. Em seguida, os fragmentos de cartilagens foram lavadas em 
solução fisiológica, guardadas em sacos plásticos e congeladas.  

Metade dos fragmentos de cartilagem (N=25), foram encaminhadas para o Laboratório de 
Bioquímica e Biomateriais (Instituto de Química da USP – São Carlos, SP), onde foram descongeladas e 
imersas em solução alcalina contendo dimetilsulfóxido (DMSO) e sais (cloretos e sulfatos) de sódio, potássio 
e cálcio por 72 horas para garantir a máxima solubilização dos condrócitos sem grandes danos a matriz 
cartilaginosa (Vulcani et al. 2008). Os sais residuais foram removidos por três lavagens sucessivas com 
H3BO3 3% e EDTA 3% e as cartilagens congeladas gradativamente, em temperatura de 15ºC por 12 horas 
e -15ºC por 12 horas e liofilizadas até apresentarem massas constantes. A outra metade dos fragmentos de 
cartilagem (N=25) não foram submetidas ao tratamento alcalino (Horn et al. 2009).  

Por fim, todas as cartilagens (tratadas ou não em solução alcalina) foram acondicionadas em 
embalagens individuais e submetidas à esterilização em óxido de etileno.  

Implantação e retirada da cartilagem. Foram utilizados 50 ratos da raça Wistar, do sexo 
masculino, com cerca de 10 semanas de idade e pesando aproximadamente 400 g, todos adquiridos do 
Biotério central da UFG/Goiânia e alocados no Biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública 
da UFG (IPTSP).  O uso dos ratos foi devidamente autorizado pela Comitê de ética da UFG-Regional Jataí, 
protocolo Nº. 019/2017. 

Os 50 ratos foram distribuídos aleatoriamente em dois grupos experimentais (N=25) de acordo com 
o biomaterial a ser implantado. Os animais alocados em GE (Grupo experimental) receberam os implantes 
de cartilagem tratada em solução alcalina e os distribuídos em GC (Grupo Controle) o implante de cartilagem 
não tratada.  

Para a implantação das cartilagens nos ratos, esses foram anestesiados por uma associação entre 
Xilazina e Cetamina (8mg/kg e 60 mg/kg respectivamente). Com os ratos devidamente anestesiados foi 
realizada tricotomia na região dorsal entre as escapulas e a assepsia da região foi feita com solução alcoólica 
de clorexidina (0,5%). Na área tricotomizada foi realizada uma incisão cirúrgica linear sobre a pele e o 
tecido subcutâneo foi divulsionado cranialmente a incisão para dar espaço para a implementação do 
implante cartilaginoso sendo que o cirurgião teve a atenção de colocar esse implante o mais distante 
possível da incisão cirúrgica (ISO 10993-6 - 2007). A incisão foi suturada com fios de nylon em ponto 
simples separado e a analgesia pós-cirúrgica foi feita com tramadol (1 ampola com 100mg diluído em 500 
ml de água). 

Após a implementação das cartilagens os grupos GC e GE ainda foram divididos cada um em 5 
subgrupos (N=5) de acordo com o período de retirada da cartilagem que foram realizadas no 3º, 7º, 14º, 
21º e 42º dia após a implantação. Para a retirada dos implantes foram realizados os mesmos procedimentos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sengyoku%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29889592
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anestésicos e cirúrgicos, considerando que houve um aprofundamento da anestesia e a eutanásia foi 
realizada por deslocamento cervical.  

Caracterização macroscópicas e microscópica. Os fragmentos de cartilagem foram retirados e 
fixados em solução de formalina (10%), tamponada com fosfato (pH 7,2) por 24 horas e depois relocados 
em álcool 70%. Esses fragmentos foram levados para o setor de Patologia Veterinária da Universidade de 
Brasília (UnB) onde as foram confeccionadas as lâminas na coloração Hematoxilina e Eosina (H&E) e Picro-
Sirius Red. 

As análises e o escore macroscópico foram realizadas no momento da retirada dos implantes 
seguindo um modelo modificado da normatização ISO 10993-6 (2007) onde foram avaliadas características 
como neovascularização, aderência da cartilagem a planos profundos, encapsulamento e mudança na 
coloração da cartilagem sendo essas estadiadas de acordo com a intensidade dessas lesões em graus I, II, III 
e ausente. Outras características que possivelmente fossem encontradas também eram anotadas tais como 
coágulos, exsudato, transudato, fibrose, ou qualquer outro tipo de alteração.  

As analises morfométricas, dos tecidos corados em H&E e Picro-Sirus Red, foram realizadas em 
microscópio Leica DFC-280 (Leica Microssisten Wetzelar, Alemanha) sendo que, para Picro-Sirus Red, foi 
adicionado uma lente polarizadora.  

As análises quantitativas em H&E da população de mononucleares (MN), polimorfonucleares (PN) e 
tecido conjuntivo adjacente (TCA) foram analisadas seguindo os modelos modificados de Garros et al. 
(2006) e Neto et al. (2006) no qual foram avaliadas cinco campos aleatórios, com aumento de 400x, na 
região da interface entre cartilagem e tecido subcutâneo de cada uma das 50 amostras coletadas. As 
avaliações tanto em H&E quanto em Picrosirus Red foram realizadas as cegas e por um único avaliador.  

O ranqueamento para verificar a quantidade de tipos celulares foi estabelecido em Escore 0, 1, 2 e 3 
onde o “0” foi utilizado para ausência de células inflamatórias e do conjuntivo; o escore “1” possuía 
quantidade discreta de células e sem formar grandes aglomerados; o escore “2” possuía moderada 
quantidade de células formando agregados pouco concentrados; já o escore “3” possuía acentuada 
quantidade de células formando agregados muito concentrados e coalescentes em grande parte do tecido 
avaliado (modificado de Garros et al, 2006 e Neto et al, 2006).   A avaliação da formação de vasos seguiu o 
modelo prescrito pela normatização “ISO 10993-6. (2007)”. 

Nos tecidos corados com Picro-Sirus Red analisou-se cinco campos aleatórios de grande aumento 
(400x) seguindo o mesmo princípio analisado em H&E. As imagens foram captadas pela câmera Sony® 
NEX-3 e analisadas em programa software “Imagem J®”, versão 1.3.1 com a utilização do plug-in “Threshold 
Colour” para a caracterização das fibras vermelhas (colágeno do tipo I) e fibras amarelas e verdes (colágeno 
do tipo II).  

Analise estatística. Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism 7.04 (San Diego, CA, 
USA). Para a comparação entre os grupos controle e experimental, nos diferentes períodos de tempo, foram 
verificadas as distribuições dos dados pelo teste Shapiro-Wilk. Em função do não atendimento à distribuição 
gaussiana, empregou-se o teste Mann-Whitney, p ˂ 0,05. Em relação aos dados referentes a concentração 
de colágeno vermelho (Tipo I) ou verde/amarelo (Tipo III), esses foram comparados dentro de cada grupo, 
ou seja, só entre os grupos de colágeno tipo I (GC+GE) e outro só para os grupos de colágeno do Tipo-III 
(GC+GE) sendo empregado o teste de Shapiro-Wilk. Em função do não atendimento à distribuição gaussiana, 
empregou-se o teste de Holm-Sidak, p < 0,005. 

 
RESULTADOS 

 
Durante a experimentação nenhum animal morreu ou teve complicações clinicas relacionadas a 

cirurgia ou implantação do biomaterial tais como edema significativo, formação de algum tipo de exsudato, 
transudato ou deiscência de sutura (Figura 1).  

Os resultados macroscópicos (Quadro 1), obtidos durante a retirada dos implantes, não demostraram 
diferença significativa entre GE e GC e nem entre os dias de observação quanto ao encapsulamento do 
implante que foi recoberto por uma fina capsula de tecido conjuntivo (Figura 1). Em relação a 
neovascularização e aderência do biomaterial a planos profundos, não foi encontrada diferença entre os 
grupos e sim entre os dias sendo maior a partir do 14º dia (Quadro 1). Ainda é possível observar que o GE 
começa a ganhar uma coloração mais avermelhada a partir do 14ª dia. 

Em relação aos resultados microscópicos, notou-se diferença significativa na quantidade de 
população inflamatória. Constatou-se grande concentração de células Polimorfonucleares (PMN) no 3º dia 
tanto em GE quanto em GC, com acentuada diminuição na concentração nos dias seguintes. Mesmo o 
número de PMN sendo alto em ambos os grupos, em GC esse ainda era significativamente maior (Figura 2). 
Os neutrófilos são as principais PMN visualizadas ao terceiro dia e, praticamente, desaparecem nos dias 
subsequentes; já os mastócitos são vistos ocasionalmente principalmente na face epidérmica do implante. 
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Notou-se, também, que os neutrófilos estavam limítrofes à superfície da cartilagem, em contato direto com 
a superfície pericondrial e suas camadas mais externas, seguidos por macrófagos (Figura 3).   

Em relação as células mononucleares, notou-se diferença significativa entre os grupos e os dias de 
tratamento a partir do 7º dia e que se mantem até o 42º (Figura 4). Observa-se, principalmente, populações 
macrófagos se destacando no 7º dia. As populações de linfócitos e plasmócitos se destacam a partir do 14º 
dia. As células gigantes aparecem em discreta quantidade a partir do 7ª dia e não mudam sua concentração 
durante todos os dias subsequentes da observação. Todos os grupos de células tiveram suas populações 
bem maiores no GC (Figura 5). 

Sobre a disposição das células inflamatórias, notou-se que a superfície das margens superior e 
inferior da cartilagem, que corresponderia ao seu pericôndrio, atraíram grande concentração de infiltrado 
inflamatório (PMN ou MN), porém, em ambos os grupos, essas não penetraram profundamente entre as 
camadas pericondriais de tal forma que não alcançaram a matriz cartilaginosa em nenhum momento da 
observação. Nas laterais, onde a matriz cartilaginosa está exposta ao organismo do animal, também há forte 
reação inflamatória, principalmente no GC onde as células mais visualizadas foram linfócitos e plasmócitos 
(Figura 6). Notou-se que a inflamação, em geral, é menor e multifocal no GE tanto, para PN quanto para 
PMN; ao contrário do GC onde a inflamação é mais intensa e difusa. 

Em relação ao tecido conjuntivo adjacente ao implante, observou-se diferença significativa entre os 
grupos e os dias no 3º e 21º dia, principalmente pela quantidade de fibroblastos sendo maior no GC (Figura 
6). Qualitativamente foi possível observar que os fibroblastos do GE, desde o 3ª dia, estavam melhores 
organizados uma vez que encontravam-se paralelamente ao redor da cartilagem; mais concentrados e 
possuindo uma baixa quantidade de células inflamatórias entremeadas em um padrão que se manteve até 
o fim das observações, no 42º dia. Em GC foi possível observar que os fibroblastos, embora margeando toda 
a extensão da cartilagem, não estavam paralelos e muitas vezes distribuídos de formas aleatória ou tentando 
formar múltiplos granulomas não caseosos ao longo da cartilagem; suas fibras não estavam compactadas e 
sim mais distantes umas das outras com células inflamatórias entremeadas.  

No 21ª dia foi possível observar, em GC que há uma tentativa de encapsular toda cartilagem e os 
vários granulomas em uma única grande capsula fibrosa (Figura 7). Porém, no 42ª é possível notar no GC 
que há um remodelamento dos fibroblastos com menos granulomas e com esses sendo observados mais 
paralelamente a cartilagem.  

Sobre as análises de formação de novos vasos, observa-se macroscopicamente que não há diferença 
entre os grupos e sim entre os dias sendo que no 14º dia de observação há um aumento nas quantidade de 
vasos visualizados. Porém, na avaliação microscópica, foi possível observar um discreto aumento em GC 
apenas no 14º dia (Figura 8) 

Em relação a matriz cartilaginosa, é possível notar tanto em GE quanto em GC que essa vai perdendo 
a intensidade de sua coloração basofílica no sentindo borda-centro já a partir do 7º dia, intensificando-se 
no 21ª ao ponto de que no 42ª dia algumas cartilagens estão 100% sem basofilia na região da matriz 
possuindo apenas finas e desconexas fibras eosinofílicas possivelmente de colágeno e elastina. 

No GC é possível notar que os condrócitos da matriz cartilaginosa vão desaparecendo, deixando 
apenas lacunas, no sentindo borda-centro começando no 14ª dia a tal ponto que no 42ª dia já não existe 
mais condrócitos na cartilagem (Figura 09). 

Em relação a quantificação das fibras colágenas ouve diferença significativa na tipificação das áreas 
de colágeno Tipo I apresentando diferenças entre os grupos e os dias no 3º ao 21º dia (Figura 10) sendo 
que no GC houve uma maior concentração desse. Em relação ao colágeno Tipo III também ouve diferença 
entre os grupos e os dias 3º, 7º e 21º novamente com o GC possuindo maior concentração de área (Figura 
11).  
As fibras de colágeno tipo I, estavam mais concentradas na forma de cordões que circundavam a cartilagem 
sendo que em GC essas eram mais desorganizadas e fragmentadas. As fibras de colágeno tipo III eram mais 
comumente encontradas próximas as fibras do tipo I normalmente possuindo tamanhos e formas variadas 
(Figura 12). 
 

DISCUSSÃO 

 

A não ocorrência de mortes, complicações relacionadas ao ato cirúrgico ou a reação exacerbada do 

biomaterial, tais como fibrose, exsudato e transudato excessivos; já são importantes fatores macroscópico 

de avaliação da biocompatibilidade de ambos os materiais (ISO 10993-6, 2007, Modulevsky et al. 2016).  

A inflamação, vista em diferentes intensidades tanto em GE quanto em GC, pode estar relacionado 

primeiramente devido ao caráter xenogênico do enxerto uma vez que esses ainda podem conter antígenos 
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proteicos de origem animal que são responsáveis por gerar respostas imunológicas do hospedeiro (Almine 

et al. 2013).  

A inflamação e substituição da população de células inflamatórias, ao longo dos dias de 

experimentação, é comumente associadas à própria reação do sistema imune inato com a presença de corpo 

estranho, reação essa conhecida como “reação ao corpo estranho”, comum em implantação de materiais 

(Onuki et al. 2008, Griesemer et al. 2014, Trindade et al. 2014, Kar et al. 2016). Tais reações, visualizadas 

em ambos grupos, podem ser induzidas devido a um processo imune desencadeado em resposta a adsorção 

do biomaterial não dependendo da presença ou ausência de condrócito e sim de fatores em comuns que 

ambas as cartilagens compartilham como, por exemplo, proteínas presentes do pericôndrio (Thevenot et 

al. 2008, Nair et al. 2008, Wong & Griffiths 2014).  

A diferença entre as concentrações de células inflamatórias que pode-se observar entre os grupos GE 

e GC está ligada a menor concentração de antígeno xenógenos do GE que foi descelularizado com solução 

alcalina o fazendo perder a maioria dos antígenos derivados dos condrócitos e, consequentemente, 

possuindo menor quantidade de componentes antigênicos presentes (Wong & Griffiths 2014).  Sabe-se que 

os antígenos dos condrócitos, podem desencadear respostas do complexo de imunohistocompatibilidade I 

e II atraindo diversas células PMN e MN (Osiecka-Iwan et al. 2018). A baixa concentração de células 

inflamatórias e sua redução ao longo do tempo de observação pode ser considerado um bom indicador da 

biocompatibilidade do GE (Silveira et al. 2011). 

A forte reação inflamatória vista nas bordas laterais da cartilagem, evidenciada com mais intensidade 

em GC, está relacionada principalmente à exposição dos condrócitos do biomaterial ao organismo 

hospedeiro estimulando seu sistema imune. Esse fator é observado inclusive se o tecido for alogênico 

(Moskalewski et al. 2002; Osiecka-Iwan 2018). Em GE a resposta ainda existe, porém é menor pelo fato 

dessas cartilagens poderem conter alguns resquícios celulares derivados dos condrócitos que podem ter 

ficado presos a cartilagem, mesmo após as sucessivas lavagens em H3BO3 3% e EDTA 3%. 

A continuação, ao longo do tempo, de pequena quantidade de células inflamatórias vista tanto em GE 

quanto GC, é comum ao processo de degradação continua dos biomateriais biocompativeis (Gillitzer &  

Goebeler 2001).  Em uma extensa revisão (Wong & Griffiths 2014) também evidenciaram o potencial 

inflamatório em diversos níveis que materiais descelularizados ainda podem ocasionar, devido à 

características do próprio implante, ambiente da implantação, duração do implante e de epitopos não 

correlacionados as células, mas sim a matriz extracelular. Diante disso é necessário mais estudos 

principalmente em nível molecular para compreender o processo global de inflamação. 

As células gigantes estão presentes em quantidades semelhantes entre os dois grupos, assim como é 

relatado em outros trabalhos com biomateriais poliméricos ou não e isso pode estar relacionado à uma serie 

de citocinas liberadas na área enxertada e de tentativas de fagocitose do material (Boennelycke et al. 2011, 

Castañeda et al. 2011, Aguilar et al. 2012, Subramanian et al. 2013). Al-Maawi et al. (2018), trabalhando com 

implantação de tendões bovinos, sugerem que a presença moderada de células gigantes possam não ser um 

fator patológico e sim uma reação normal e esperada do organismo perante a um biomaterial. 

Em relação a perda de basofília da matriz cartilaginosa e dos condrócitos do GC no sentido borda-

centro, pode-se relacionar a possíveis fatores antigênicos presentes na matriz como os proteoglicanos, 

glicosaminoglicanos e os próprios condrócitos que foram expostos ao sistema imune do animal hospedeiro, 

na região de interface da borda cartilaginosa, fato esse que pode ter induzido a ativação sistema de 

histocompatibilidade Tipo-I e também o Tipo-II (Baxter et al. 1972, Osiecka-Iwan et al. 2018). Como a perda 

da basofília e de condrócitos foi seguindo no sentido borda-centro sem que houvesse visualização de células 

inflamatórias dentro da matriz cartilaginosa, suspeita-se que esse processo tenha sido através de ação 

humoral e do sistema complemento, porém mais estudos são necessários para compreender melhor esse 

processo.  

Essas reações não são vistas com grande intensidade em GE primeiramente por que o processo de 

descelularização em solução alcalina além de degradar os condrócitos também retira boa parte da 

substancia fundamental amorfa da matriz cartilaginosa o que a torna menos propensa a atrair reação do 

sistema imune. Porém, devido ao fato de ainda pode haver resquícios de condrócitos nessas cartilagens e 

por essa ser uma cartilagem de uma outra espécie de animal (Bovinos) é possível que resquícios de 

antígenos heterólogos e condrocitários possam ser capazes de ainda assim provocar uma reação imune, 

porém, menos intensa (Sugahara et al. 1979; Fernandes. 2017, Osiecka-Iwan et al. 2018). 

Em relação aos fibroblastos, embora haja diferença significativa entre os grupos e os dias no 3ª e 21º 

dia, nos outros dias não há diferença e as quantidades são relativamente iguais. Isso se deve ao fato de que 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Osiecka-Iwan%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30135635
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a cartilagem possui alguns fatores pro-fibroblásticos que não estão associados aos antígenos dos 

condrócitos e sim ao próprio material cartilaginoso (Creagh et al. 2006, Meneghin et al. 2007), ou a fatores 

associados a implantação cirúrgica como fator de crescimento transformadores liberados por plaquetas 

(Sinno & hogaboam 2013), presença ativa de elastina (Almine et al. 2013) e fibronectina (Zhu 2010). 

O formato mais desorganizado da fibrose visto em GC com formação de múltiplos granulomas não 

caseosos e uma tentativa de “encapsular” todos esses granulomas mais a cartilagem, pode estar relacionado 

com a intensa estimulação imune provocada pelos antígenos xenogênicos dos condrócitos. Esse tipo de 

antígeno atrai células inflamatórias tais como neutrófilos, macrófagos e linfócitos conhecidos por liberarem 

citocinas que estimulam a atração e diferenciação dos fibroblastos, gerando maior fibrose em volta dessa 

inflamação (Stramer et al. 2007, Chambers 2008; McLarren et al. 2011, Ma et al. 2013).  

A remodelação fibroblástica, vista principalmente em GC, pode estar relacionada primeiramente a 

fatores induzidos por macrófagos a qual podem liberar fatores de degradação e remodelação fibroblásticas 

(Valentin et al. 2009, Brown et al. 2012). A própria natureza do biomaterial, normalmente pelos compostos 

da matriz extracelular, como colágeno e fibronectina, podem ajudar a melhorar a fixação e comunicação 

molecular ajudando na remodelação (Swinehart & Badylak 2016).  

A boa orientação das fibras colágenas do grupo GE é relevante até mesmo se comparado com outros 

polímeros considerados controle positivo de biocompatibilidade, como os tubos de polietilenos vazios 

(Mori et al. 2014).  

A concentração de colágeno do tipo I e III no GC e GE, observado já nos primeiros dias de retirada do 

implante (3º dia), é alta se comparada com um rato adulto normal (Cheung et al, 1990). Essa alta 

concentração de colágeno tipo I e III nos dois grupos indicam que há fatores pro-fibroblasticos comuns que 

podem estar relacionados não somente a antigenicidade dos condrócitos como, também, de outros 

componentes da matriz extracelular da cartilagem e sua superfície. Esses fatores podem ser não 

relacionados a composição do biomaterial como fatores liberados devido ao ato cirúrgico (Creagh et al. 

2006; Meneghin et al. 2007, Zhu 2010, Thevenot et al. 2010, Almine et al. 2013).  Sabe-se que as células 

inflamatórias, tais como monócitos e macrófagos, podem liberar fatores, como o TGF-β1 e PDGF, que podem 

estimular os fibroblastos e miofibroblastos a produzir colágeno, principalmente o do tipo - III (Jabs et al. 

2005, Luttikhuizen et al. 2006, Ploeger et al, 2013).  

Em GC a presença marcante dos antígenos derivados dos condrócitos podem, indiretamente, ter 

contribuído para a grande concentração de colágeno visto nesse, uma vez que esses antígenos podem 

induzir a repostas inflamatórias agudas e crônicas e isso pode induzir a secreção de colágeno, 

principalmente do Tipo – III (Akilbekova et al. 2005). 

A maior concentração de colágeno tanto do tipo I quanto do tipo III no GC pode induzir a uma 

formação desorganizada da matriz extracelular e consequentemente, formação da capsula fibrosa que tende 

a ser mais densa e desorganizada, conforme foi constatado no GC (Luttikhuizen et al. 2006).  

A menor concentração de colágeno e tecido conjuntivo associado pode ser um bom fator de 

biocompatibilidade do GE uma vez que um excesso de capsula fibrosa poderia inutilizar ou diminuir as 

futuras funções desse material como, por exemplo, liberação de fármacos.  

A neovascularização visualizada em ambos os grupos pode estar relacionado com os componentes 
da própria matriz cartilaginosa, principalmente da elastina cujas sequencias proteicas podem auxiliar na 
adesão e proliferação angiogênica (Staubli et a. 2017). Outros fatores podem auxiliar na formação de novos 
vasos como o aparecimento de macrófagos que liberam fatores pró-angiogênicos precoces (Spiler et al. 
2014, Zhao et al. 2018). A fibronectina produzida pelos fibroblasto e pela própria ferida cirúrgica também 
possuem sequencias peptídicas especificas que estimulam a produção de vasos (Mitsi et al. 2006). 

 

CONCLUSÕES 

 

As cartilagens elástica bovinas descelularizadas em solução alcalina quando comparadas com as não 
tratadas, demonstraram baixa capacidade de atração de células inflamatórias, formação de cápsula fibrosa 
com fibras colágenas bem organizadas, além de não induzirem necrose, edema e seroma. Desta forma, o 
tratamento alcalino foi efetivo na descelularização e redução da antigenicidade, demonstrando 
biocompatibilidade aceitável em relação ao material não tratado. 

Assim avaliando a dinâmica do processo inflamatório da cartilagem elástica bovina tratada em 
solução alcalina, demonstra o potencial da técnica associada a um tecido biológico cartilaginoso para a 
obtenção de um biomaterial para ser empregado na engenharia tecidual.  
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Neo vascularização + + + + ++ ++ ++ ++ ++ ++

Aderência Cartilagem-subcutaneo + + + + ++ ++ ++ ++ ++ ++
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Quadro 1. Avaliações Macroscópicas Siginificativas
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 42 dias

Fig.1. Aspecto macroscópico do local de 
implantação cirúrgica em rato do grupo 
experimental de 3 dias. Nota-se que a uma 
fina e translucida capa de tecido 
conjuntivo com formação de vaso aderida 
a essa. Não há formação de aderências ou 
vestígios de complicações locais 
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Fig.2. Gráfico do ranqueamento da 
população de células polimorfonucleares 
(PMN) para Grupo experimental e Grupo 
Controle no período estudado. Nota-se 
aumento significativo entre os grupos e 
os dias no 3ª dia seguido por rápido 
declínio.  Diferença estatística em relação 
ao grupo controle no mesmo período (*), 
p > 0,05  

Fig.3. População de células 
polimorfonucleares no grupo 
controle (Figura A) e grupo 
experimental (Figura B) com 3 
dias de retirada do implante. Setas 
= Neutrófilos; Pontas das setas = 
Macrófagos e Monócitos. Nota-se 
que os neutrófilos estão 
entremeados nas camadas 
pericondriais externas da 
cartilagem. Coloração H&E , 400x 
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Fig.4. Gráfico do ranqueamento da 
população das células mononucleares 
(MN). Nota-se que a população 
aumenta a partir do 7º e se mantem 
até o 42º dia sendo que no Grupo 
Controle a maior quantidade dessas 
células. Diferença estatística em 
relação ao grupo controle no mesmo 
período (*), p > 0,05  

Fig.5. Diferença entre a população de 
células inflamatórias e sua disposição 
entre grupo controle (Figura A) e grupo 
experimental (Figura B) com 14 dias de 
retirada do implante. Pontas das setas = 
população de células inflamatórias de 
maioria Mononucleares. Nota-se que a 
população de células inflamatórias no 
grupo controle e acentuadamente maior 
que no grupo experimental, sendo que as 
células predominam na margem das 
camadas mais externas do pericôndrio. 
Coloração H&E , 40x 

Fig.6. Gráfico do ranqueamento do 
tecido conjuntivo associado a lesão.  
Nota-se diferença entre os grupos 
no 3º e 21º dia (*), p > 0,05  

 

  



17 
 

 

 

 

 

Fig.7. Diferença entre a organização 
da capsula fibrosa entre grupo 
controle (Figura A) e grupo 
experimental (Figura B) analisadas 
em implantes retirados com 21 dias. 
Nota-se que no grupo controle a 
formação de múltiplos granulomas 
menores, que são englobados por 
um único granuloma maior. 
Coloração H&E , 40x 
 

 

Fig.8. Gráfico do ranqueamento da 
contagem de vasos sanguíneos.  
Nota-se diferença apenas no 14º 
dia. Diferença estatística em relação 
ao grupo controle (*) no mesmo 
período, p > 0,05 
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Fig.09. Implante de cartilagem elástica bovina em subcutâneo de ratos. Grupo controle. 
Diminuição da basofília da matriz cartilaginosa ao longo do experimento. A = 3º dia, B = 
7º dia, C = 14º dia, D = 21º dia, E = 41º dia. Coloração H&E, 40x 
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Fig.10. Gráfico da quantificação da 
porcentagem de área tipificada em 
vermelho (Colágeno Tipo-I). 
Diferença estatística em relação ao 
grupo controle no mesmo período 
(*), p > 0,05 
 

Fig.11. Gráfico da quantificação da 
porcentagem de área tipificada em 
verde e amarelo (Colágeno Tipo-III). 
Diferença estatística em relação ao 
grupo controle no mesmo período 
(*), p > 0,05 
 

Fig.12. Visualização das fibras de 
colágeno tipo-I (Vermelho) e tipo-III 
(Verde e tons de amarelo) em um 
implante retirado no 14º em um 
rato do grupo experimental. As 
fibras de colágeno tipo-I são 
maiores e continua em contraste 
com as de colágeno tipo-III que 
normalmente estão margeando as 
fibras vermelhas e são menores. 
Coloração Picro-Sirus Red, em luz 
polarizada. Objetiva de 40x 
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CAPÍTULO 3: CONCLUSÕES GERAIS 

 

Os biomateriais estão cada vez mais se diversificando e tomando 

espaço na rotina medica e veterinária, de tal forma que a caracterização físico-

química e biológica destes é necessária para compreender melhor sua 

biocompatibilidade e buscando, assim, a aplicação adequada de cada tipo de 

material em locais específicos dos organismos vivos. 

As cartilagens elástica bovinas, descelularizadas em solução alcalina, 

demonstraram melhor biocompatibilidade em relação as não tratadas. Fatores 

como baixa capacidade de atração de células inflamatórias, formação de 

cápsula fibrosa com fibras colágenas bem orientadas, além de não indução 

de necrose, edema e seroma foram os principais fatores observados na 

interface com os tecidos dos animais implantados que permitiram 

compreender a menor antigenicidade e melhor bioatividade e 

biocompatibilidade do material tratado. 

Esses resultados corroboram para um entendimento mais amplo sobre 

a ação da cartilagem bovina como um xenoenxerto e nas interações dessa 

com os tecidos biológicos. Espera-se que esse estudo possa contribuir para 

a orientação no desenvolvimento e fabricação de futuros materiais baseados 

nesse tecido como, por exemplo, a fabricação de cartilagens servindo como 

veículos farmacológicos.  
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ANEXO I 
 

Normatização pela PBV 
 

INSTRUÇÕES AOS AUTORES 
 

A submissão de artigos à revista “Pesquisa Veterinária Brasileira” (PVB) deve ser feita 
em Word, através do Sistema ScholarOne, link 
https://mc04.manuscriptcentral.com/pvb-scielo 
 
A tramitação somente pode ter início se o seu artigo estiver rigorosamente dentro das 
normas de apresentação da revista, de acordo com as Instruções aos Autores, o modelo no 
site da revista e os últimos fascículos publicados (www.pvb.com.br). Na verificação de falhas 
de apresentação, o artigo será devolvido aos autores para as devidas correções. 
Os autores podem submeter seus artigos em Inglês ou em Português, mas sempre com um 
Resumo em português. No caso de artigos aceitos escritos em Português, estes serão 
traduzidos para o Inglês pela Editora Cubo; pois todos os artigos publicados na PVB serão em 
inglês. Para os artigos já submetidos em Inglês, os autores devem apresentar via ScholarOne 
um Certificado de Tradução de uma empresa habilitada ou de um Tradutor Nativo. Essa regra 
vale para artigos submetidos a partir de 1 de janeiro de 2018. 
 
Os pagamentos da taxa de publicação (Paper Charge) serão cobrados na ocasião do 
envio da comunicação de aceite por e-mail: 
(1) Artigos submetidos em inglês, R$ 1.500,00 (US$ 480.00) por artigo; 
(2) Artigos submetidos em português, R$ 2.000,00 (US$ 640.00) por artigo, incluindo as 
despesas com a tradução. 
 
O texto deve ser formatado, em todos os pormenores, de acordo com as normas de 
apresentação da revista (www.pvb.com.br). 
Se o artigo for submetido fora das normas de apresentação, a tramitação somente 
ocorrerá após as devidas correções feitas pelo autor. 
A PVB publica Artigos Originais, Artigos de Revisão Crítica e Tópicos de Interesse Geral; não 
publica artigos com a denominação de Short Communications. 
Os Artigos Originais devem conter resultados de pesquisa ainda não publicados ou 
submetidos para outros periódicos. 
Artigos de Revisão de Literatura, submetidos a convite, devem constituir-se de análise crítica, 
de assuntos na área de experiência dos autores, isto é, quando os autores já tiverem publicado 
anteriormente artigos sobre o assunto. 
Os raros Tópicos de Interesse Geral devem constituir-se de assuntos de grande importância 
atual baseado na vasta experiência dos autores. 
As opiniões e conceitos emitidos nos artigos submetidos são de responsabilidade dos autores. 
O Conselho Editorial da PVB, com a assistência da Assessoria Científica, pode sugerir ou 
solicitar modificações. Os artigos submetidos são avaliados pelos pares (peer review) e, 
aceitos para publicação com dois pareceres favoráveis, ou rejeitados por dois pareceres 
desfavoráveis. 
 
Os direitos autorais dos artigos aceitos para publicação permanecem com os autores. 
1. Os artigos devem ser organizados em TÍTULO, ABSTRACT, RESUMO, INTRODUÇÃO, 
MATERIAL E MÉTODOS, RESULTADOS, DISCUSSÃO, CONCLUSÕES (de preferência os 

https://mc04.manuscriptcentral.com/pvb-scielo


 

 

últimos três separadamente), Agradecimentos, Declaração de conflito de interesse e 
REFERÊNCIAS: 
a) O TÍTULO deve ser conciso e indicar o conteúdo do artigo; pormenores de identificação 
científica devem ser colocados em MATERIAL E MÉTODOS.  
b) O(s) Autor(es) com numerosos primeiros nomes e sobrenomes, deve(m) padronizar 
o seu “nome para publicações científicas”, como por exemplo: Cláudio Severo Lombardo 
de Barros, escreve Cláudio S.L. Barros ou Barros C.S.L.; Franklin Riet-Correa Amaral escreve 
Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F. Os artigos devem ter no máximo 8 (oito) autores. 
O autor para correspondência deve ser um autor que garante o contato com o Conselho 
Editorial da PVB. Asteriscos de chamadas para o rodapé devem ser mais uma vez elevados 
(sobrescritos), para aparecerem maiores e mais nítidos. 
c) O Cabeçalho do ABSTRACT deve conter, além dos nomes dos autores abreviados 
invertidos, o ano, o TÍTULO, o endereço postal do laboratório (inclusive o CEP) ou 
instituição principal onde foi desenvolvida a pesquisa. Endereços postais brasileiros não 
devem ser traduzidos para o inglês, mesmo em artigos escritos na língua inglesa, a fim de 
evitar dificuldade na postagem. Devem-se conferir os nomes dos autores do artigo e do 
Cabeçalho do Abstract para evitar discrepâncias. 
d) O Rodapé da primeira página deve conter os endereços profissionais postais completos 
dos autores (evitando-se traços horizontais), na língua do país do respectivo autor (em 
português, espanhol, inglês) e seus e-mails; o e-mail do autor para correspondência deve ser 
sublinhado. Os sinais de chamada para os nomes dos autores devem ser números arábicos, 
colocados em sobrescrito, sem o uso automático de “Inserir nota de fim”, do Word (essas 
chamadas devem ser contínuas por todo artigo, isto é, em todas as notas de rodapé das 
outras páginas). 
e) O ABSTRACT deve ser uma versão do RESUMO, mas pode ser mais explicativo, seguido 
de “INDEX TERMS” que devem incluir termos do título, por não se tratar somente de 
“ADDITIONAL INDEX TERMS”. 
f) O RESUMO deve conter o que foi feito e estudado, indicando a metodologia e dando os 
mais importantes resultados e conclusões, seguido dos “TERMOS DE INDEXAÇÃO” que 
incluem têrmos do título, por não se tratar somente de “TERMOS DE INDEXAÇÃO 
ADICIONAIS”. 
g) A INTRODUÇÃO deve ser breve, com citação bibliográfica específica sem que a mesma 
assuma importância principal e deve finalizar com a indicação do objetivo do artigo. 
h) MATERIAL E MÉTODOS deve reunir a totalidade dos dados que permitam o 
desenvolvimento de trabalho semelhante por outros pesquisadores. 
i) Em RESULTADOS devem ser apresentados concisamente os dados obtidos. 
j) Na DISCUSSÃO devem ser confrontados os resultados diante da literatura. Não convém 
mencionar artigos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma obrigação 
do autor e da revista de publicá-los. 
k) CONCLUSÕES devem basear-se somente nos resultados obtidos e devem ser 
apresentados em diferentes parágrafos (uma Conclusão somente deve ser apresentada em 
parágrafo único). 
l) Os Agradecimentos não devem aparecer no texto ou em notas de rodapé; devem ser 
sucintos e colocados antes da Declaração de conflito de interesse e da Lista de Referências. 
m) A Declaração de conflito de interesse é obrigatória e deve ser mencionada nos casos 
positivos ou negativos; deve ser sucinta e colocada imediatamente antes da Lista de 
Referências. 
n) A Lista de REFERÊNCIAS deve incluir todas as citações apresentadas no texto e que 
tenham servido como fonte para consulta. A Lista deve ser ordenada alfabética e 
cronologicamente, pelo sobrenome do primeiro autor, seguido de todos os demais autores 
(em caixa alta e baixa), do ano, do título da publicação citada, e abreviado (por extenso em 



 

 

casos de dúvida) o nome do periódico. Sugerimos consultar exemplos dos últimos fascículos 
(www.pvb.com.br). 
(Notem: (1) As Referências citadas no texto devem ser colocadas em ordem cronológica, 
mas alfabética tratando-se de referências do mesmo ano; (2) Quando utilizados programas 
de 
formatação (p.ex. Endnote X7), remover o fundo automático cinzento antes da submissão, 
para não dificultar eventuais correções. 
 
2. Na elaboração do texto devem ser atendidas as seguintes normas: 
a) Fonte Cambria, corpo 10, entrelinha simples; página formato A4, com 2cm de 
margens (superior, inferior, esquerda e direita), texto corrido em uma coluna justificada, 
com as Legendas das Figuras no final (logo após a Lista de REFERÊNCIAS) sem repetir as 
legendas junto com as Figuras. 
b) ABSTRACT e RESUMO serão escritos em um só parágrafo corrente e não devem conter 
citações bibliográficas. 
c) A redação dos artigos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto possível, no 
passado e impessoal. 
d) Os nomes científicos usados no manuscrito devem ser apresentados por extenso (p.ex. 
Palicourea marcgravii), no início de cada capítulo (TÍTULO, ABSTRACT, RESUMO, 
INTRODUÇÃO, etc.), quando aparecem pela primeira vez, seguido da abreviação do gênero 
(p.ex. P. marcgravii). 
e) Nos títulos dos Quadros e nas Legendas das Figuras os nomes científicos devem ser 
apresentados por extenso, já que estes são independentes do texto. 
f) No texto, os sinais de chamada para notas de rodapé devem ser números arábicos 
colocados em sobrescrito após a palavra ou frase que motivou a nota. Essa numeração será 
contínua por todo o artigo; as notas deverão ser lançadas ao pé da página em que estiver o 
respectivo número de chamada, sem o uso do “Inserir nota de fim”, do Word. 
Notem: para evitar a separação em duas linhas, os numerais devem ser apresentados junto 
com suas unidades, ou seja, sem espaçamento, por exemplo: 100ppm, 10mm, 50cm, 
18x10cm, (P<0,05), 15h; de conveniência quando seguida de letra alta (35 kg ou 35kg, 4 h 
ou 4h). A abreviação de número é “no” e não “no”; grau Celsius é “oC” e não “oC”. 
g) Os Quadros (não usar o termo Tabela) e as Figuras devem ser citados no texto, pelos 
respectivos números, em ordem crescente e devem ser submetidos separadamente do texto! 
h) Siglas e abreviações das instituições, ao aparecerem pela primeira vez, deverão ser 
colocadas entre parênteses, após o nome da instituição por extenso; 
i) Citações bibliográficas serão feitas pelo sistema “autor e ano”, p.ex. (Caldas 2005); artigos 
de até dois autores serão citados pelos nomes dos dois (Pedroso & Pimentel 2013); e com 
mais de dois, pelo nome do primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano (Brito et al. 2015); se 
dois artigos não se distinguirem, a diferenciação será feita através do acréscimo de letra 
minúscula ao ano (Barros 2017a, 2017b). A ordem de citação deve ser cronológica (Barbosa 
et al. 2003, Armién et al. 2004). 
j) Recomenda-se consultar na íntegra todos os artigos citados; se isto não for possível, 
deve-se colocar no texto a referência original (não consultada na íntegra) seguida do ano, 
p.ex. (Bancroft 1921); na Lista de Referências deve ser incluída a referência original como: 
Bancroft 1921. .......... título. ... periódico. (Apud Suvarna & Layton 2013). A referência 
consultada também deve ser incluída na Lista de Referências. 
k) O uso de “comunicação pessoal” e de “dados não publicados” deve ser feito apenas em 
casos excepcionais; no texto com citação de Nome e Ano, e na Lista de Referências como: 
Barbosa 2016. Comunicação pessoal (Universidade Federal do Pará, campus Castanhal). 
l) As Legendas das Figuras devem conter informações suficientes para sua compreensão 
(independente do texto); e devem ser precedidas de “Fig.” seguida do número sem espaço, 



 

 

p.ex. “Fig.8. ...”. Para elaboração das legendas sugerimos consultar exemplos nos últimos 
fascículos (www.pvb.com.br). 
(Notem: Na legenda de Figuras compostas deve-se colocar a letra de cada “subfigura” em 
negrito com parênteses claros antes do texto correspondente e devem ser mencionados 
letras ou sinais, que estão dentro de cada “subfigura”, em parêntees e claros após o 
respectivo texto da legenda.) 
m) O Título dos Quadros devem ser em negrito, sem ponto, e a “garganta” (título das 
colunas) deve ser escrita em claro e separada por dois traços longos horizontais; o Título 
dos Quadros e da “garganta” devem ser escritas em caixa alta e baixa. Os Quadros (não usem 
o termo Tabela) devem conter os resultados mais relevantes. Não há traços verticais, nem 
fundos cinzentos; excepcionalmente pode conter traços horizontais. Os sinais de chamada 
serão alfabéticos, recomeçando, com “a” em cada Quadro. As chamadas de rodapé deverão 
ser lançadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serão separadas por um traço curto à 
esquerda; e devem evitar números arábicos. Os títulos não têm ponto no final, ao passo que 
as legendas terminam com um ponto. Os Quadros devem ser apresentados em Word e ser 
editáveis, a fim de inserirmos eventuais alterações de apresentação, dentro das normas da 
revista. 
n) Dados complexos devem ser expressos por Gráficos (devem ser chamados de Figuras). 
Os gráficos devem ser produzidos em 2D, sem fundo e sem linhas horizontais. 
 
3. Apresentação das Figuras: 
a) As imagens devem ser salvas em 300 dpi, arquivo TIF. 
b) Numerar cada figura separadamente (1, 2, ...). 
c) Figuras com assuntos similares (subfiguras) devem ser agrupadas em pranchas com 
espaço entre elas de aprox. 1mm. Identifique cada imagem com uma letra maiúscula (A, B, 
...) colocada no canto inferior esquerdo, de preferência fonte Arial 14, branca, em um quadro 
preto sem bordas. 
d) Usar, de preferência, barras de escala para indicar o aumento; para micrografias ópticas 
apresentar na legenda sempre o método de coloração e a objetiva, p. ex.: HE, obj.40x. 
e) As legendas de Figuras devem conter inicialmente o que se observa na imagem, seguida 
das informações adicionais (Formato típico da legenda = Fig.1. Descrição da imagem. 
Diagnóstico, órgão ou tecido, espécie animal, número do caso. Método de coloração e 
objetiva.). 
 
4. Todas as referências citadas no texto devem ser incluídas na Lista de Referências e 
vice-versa; na revisão final do artigo pelos autores, antes da submissão, isto deve ser 
conferido criteriosamente, para evitar discrepâncias (o sistema ScholarOne bloqueia 
automaticamente artigos com discrepâncias). 
Exemplos de Referências 

 
 
Pavarini S.P., Soares M.P., Bandarra P.M., Gomes D.C., Bandinelli M.B., Cruz C.E.F. & Driemeier 
D. 2011. Mortes súbitas causadas por Amorimia exotropica (Malpighiaceae) no Rio Grande 
do Sul. Pesq. Vet. Bras. 31(4):291-296. 
Hooiveld M., Smit L.A., Wouters I.M., Van Dijk C.E., Spreeuwenberg P., Heederik D.J. & 
Yzermans C.J. 2016. Doctor-diagnosed health problems in a region with a high density of 
concentrated animal feeding operations: a cross-sectional study. Environ. Health 17:15-24. 
(Notem: Os iniciais dos autores devem ser colocados sem espaço. O sinal “&” é usado para 
separar o penúltimo do último autor. As primeiras letras das palavras do título de artigos 
publicados em periódicos científicos devem ser de preferência minúsculas. A palavra 
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Anexo II - Aprovação no Comitê de Ética  
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