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Para cada cena que passava, percebi que eram deixados dois pares de pegadas na areia: um era
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Notei também que isso aconteceu nos momentos mais diﬁceis e angustiosos do meu
viver. Isso me aborreceu deveras e perguntei entio ao Senhor:
- Senhor, Tu me disseste que, uma vez que resolvi te seguir, Tu andarias sempre
comigo, em todo o caminho. Contudo, notei que durante as maiores atribulac;Ges do
meu viver, havia apenas um par de pegadas na areia. Nao compreendo porque nas
horas em que eu mais necessitava de Ti, Tu me deixaste sozinho.
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Margareth Fishback Powers
Thank’s Lord!
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1.1 Resumo

Objetivos: Avaliar o comportamento corrosivo da liga Ti-6Al-4V em fun¢do de sua
superficie polida ou condicionada por meio de duplo ataque acido, em simulador de
fluidos corporais (SFC) com diferentes concentra¢des de dextrose (0; 5mM; 7,5 mM e
15 mM) e lipopopolissacarideo (LPS) (0; 0,15 pg/mL; 15 pg/mL; 150 pg/mL), usados
isolados ou associados.

Materiais e Métodos: Discos de liga Ti-6AlI-4V (2 mm de espessura e 15 mm de
diametro) foram confeccionados com diferentes padrdes de superficie. Para o ensaio
eletroquimico (n=3), testes padrdes como potencial de circuito aberto, espectroscopia
de impedancia eletroquimica (EIE) e teste potenciodindmico foram conduzidos em
solucdo de fluido corpéreo (SBF) com diferentes concentracdes de dextrose e LPS. As
superficies dos discos foram caracterizadas pela microscopia eletronica de varredura
(MEV), microscopia de forca atébmica (MFA), e por meio da rugosidade de superficie e
da microdureza. Os dados quantitativos foram analisados pelo teste de correlagao de
Pearson e T-teste independente, com nivel de significancia de 5%.

Resultados: Nos parametros de corrosao, houve forte correlagdo do LPS com os
valores de I, (densidade de corrente de passivagdo), Cq (capacitancia) e R,
(resisténcia de polarizacdo) (p<0,05) para o titanio (Ti) com tratamento de superficie
por duplo ataque acido. A associacdo de dextrose e LPS foi correlacionada com Iy
(densidade de corrente de corrosao) e lpsss (p<0,05). Em relagdo a cinética de corrosao,
os grupos tratados com acido apresentaram aumento significante nos valores de Cqy €

redugdo nos valores de R, (P<0,05, T-teste). Quanto a topografia, houve aumento da
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rugosidade de superficie para ambas as superficies (R?=0,726, p=0,0001 para Ti polido;
R?=0,405, p=0,036 para Ti 4cido). A microdureza do Ti polido diminuiu (p<0,05) e do Ti
acido aumentou (p=0,0001). A MFA mostrou alteragdo na microestrutura do Ti por
meio do aumento da espessura superficial principalmente no grupo com associacao
dextrose e LPS.

Conclusodes: A associacdo de dextrose e LPS afetou o comportamento corrosivo da liga
Ti-6Al-4V com superficie tratada com duplo ataque acido. Estes resultados indicam
maior susceptibilidade a corrosdo dos implantes de Ti em pacientes diabéticos com
infecgBes associadas.

Palavras-chave: Titanio, Corrosdo, Microscopia.
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Effects of different concentrations of dextrose and lipopolysaccharide on the

corrosion behavior of cpTi with machined and double acid-etched surfaces

1.2 Abstract

Objectives: To analyse the corrosion behavior of Ti-6Al-4V with different surfaces
(machined and modified by treatment with double acid-etching), on simulator body
fluids (SBF) with different concentrations of dextrose (0; 5 mM, 7.5 mM and 15 mM)
and lipopolysaccharide (LPS) (0; 0.15 pg/mL; 15 pug/mL; 150 pug/mL), used isolated or in
combination.

Materials and Methods: Ti-6Al-4V disks (2 mm in thickness and 15 mm in diameter)
were fabricated with different surfaces. For electrochemical assay (n = 3), open circuit
potential, electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and potentiodynamic tests
were conducted in SBF with different concentrations of dextrose and LPS. The surfaces
of the disks were characterized by scanning electron microscopy (SEM), atomic force
microscopy (AFM) and by surface roughness and microhardness. Data were analyzed
by Pearson correlation and independent t-test at a significant level of 5%.

Results: For the corrosion parameters, a strong correlation of LPS with I, (passivation
current density), Cq (capacitance) and R, (polarization resistance) values (P <.05) for Ti
surface treated by double acid- etching was noted. The combination of dextrose and
LPS was correlated with lpass and leorr (corrosion current density) (P <.05). Regarding the
corrosion kinetics the acid-treated groups showed significant increase in Cy values and

reduced values of R, (P <.05, T-test). In terms of topography, there was an increase in
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surface roughness for both surfaces (R2 =0.726, p = 0.0001 for machined Ti, R* = 0.405,
p = 0.036 for Ti acid). The machined Ti exhibited reduction in microhardness (P <.05),
while Ti acid showed increased microhardness (p = 0.0001) vs baseline. The AFM
showed changes in the microstructure of Ti by increasing the thickness of surface
mainly in the association of dextrose and LPS.

Conclusions: The combination of dextrose and LPS affected the corrosion behavior of
Ti-6Al-4V surface treated with double acid-etching. These results indicate greater
susceptibility of Ti implants to corrosion in diabetic patients with associated infections.

Key-words: Titanium, Corrosion, Microscopy.
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1.3 Introdugao

Os implantes dentdrios sdo constituidos principalmente por titanio (Ti) e
apresentam forte ligacdo com moléculas de dgua ou ar da atmosfera, o que promove a
formacao imediata de uma camada de 6xido de titanio na superficie desse metal. Esta
propriedade possibilita aos implantes adequada energia de superficie para a
osseintegracdo, biocompatibilidade, resisténcia mecanica (Cortada et al. 2000; Schiff et
al. 2002; Mabboux et al. 2004; Vieira et al. 2006) e resisténcia a corrosdo (Cortada et
al. 2000; Schiff et al. 2002).

Entretanto, alteracdes no ambiente eletrolitico, tais como mudancas de pH,
presenca de biofilme, oscilacGes térmicas, quimicas e mecanicas, podem degradar a
camada de d6xido permitindo a troca de ions de Ti com o organismo. Desta forma,
instala-se o processo de corrosdo na superficie dos implantes (Nikolopoulou 2006;
Chaturvedi 2009; Correa et al. 2009). Isso afeta substancialmente as propriedades
mecanicas e a biocompatibilidade dos implantes, culminando em falhas do tratamento
reabilitador (Messer et al. 2009, Messer et al. 2010, Barao et al. 2011, Gittens et al.
2011, Barao et al. 2012).

A resisténcia a corrosdo do Ti para confeccdo de implantes médico-
odontoldgicos foi avaliada em simulagdes in vitro de condig¢des fisioldgicas e sistémicas
(Strietzel et al. 1998; Horwitz et al. 2005; Zhoua et al. 2007; Oliveira & Guastaldi, 2009;
Marecia et al. 2009, Messer et al. 2009, Messer et al. 2010, Barao et al. 2011, Barao et
al. 2012). Até o momento, na literatura, poucos relatos clinicos evidenciaram a
corrosdo dos implantes dentarios de Ti. Olmedo et al (2010) relataram 2 casos de lesdo

reacional da mucosa periimplantar, o que sugeriu tratar-se de particulas de Ti liberadas
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para os tecidos adjacentes, culminando na corrosdao da superficie dos implantes
osseointegrados. Neste contexto, 153 pacientes reabilitados com implantes unitarios,
no periodo da osseointegracdo (4 a 6 meses), foram submetidos a bidpsia da mucosa
adjacente ao “cover screw” dos implantes. Um total de 41% destes pacientes exibiu
particulas de Ti liberadas da superficie dos implantes, por vezes livres ou envolvidas
por macréfagos, denotando reacdo de corpo estranho com provavel corrosdo do metal
(Olmedo et al. 2012).

Com o intuito de aumentar a resisténcia mecanica e a corrosdo dos
implantes de Ti, além de proporcionar aumento da porcentagem de contato osso-
implante, principalmente em areas de tecido ésseo de baixa densidade e favorecer as
respostas bioldgicas acelerando a osseointegracdo, a engenharia biomédica tem
promovido modificagcdes topograficas e fisico-quimicas da superficie dos implantes
dentdrios (Trisi et al. 2003; Xavier et al. 2003; Buser et al. 2004; Tavares et al. 2007; Pai
et al. 2008; Lin et al. 2009; Wennerberg & Albrektson, 2009; Gotfredsen et al. 2011).

Em se tratando de falhas com os implantes osseointegraveis, a diabetes
mellitus continua sendo um impasse para os pacientes que se submeterdo ao
tratamento reabilitador com os implantes de Ti (Oates et al. 2011). A hiperglicemia
induz a superproducdo de superdxido que contribui para a patogénese das
complicacoes diabéticas micro e macrovasculares (Manfredi et al. 2004; Scamagas et
al. 2008; Deshpand et al. 2010), predispondo no minimo a um atraso do reparo ésseo
periimplantar ou até causar a periimplantite (Darnell & Saunder, 1990; Lamey et al.

1992; Manfredi et al. 2004; Scamagas et al. 2008; Deshpand et al. 2010).
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Com relacdo as infec¢Oes oriundas da predisposicdo pelos pacientes
diabéticos, bactérias periodontopatogénicas, como a Porphyromonas. gingivalis,
ocorrem mais comumente nos tecidos periimplantares com inflamagdo (Nelson et al.
1997) e podem contribuir para periimplantites em pacientes parcialmente e
completamente desdentados (George et al. 1994), além de diminuir a resisténcia
corrosiva do Ti (Messer et al. 2009, Messer et al. 2010). As P. gingivalis e outras
bactérias gram-negativas produzem endotoxina, que é um lipopolissacarideo (LPS)
presente nas paredes celulares bacterianas (Nelson et al. 1997; Knoernschild et al.
2001). Assim como no sulco natural, o LPS produzido pela P. gingivalis e outras
bactérias Gram-negativas na regido periimplantar é um fator que influencia a
inflamacdo periimplantar e o progndstico do tratamento com implante (Knoernschild
et al. 1994; Knoernschild et al. 1996; Robinson et al. 1996; Nelson et al. 1997).

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo investigar o
comportamento corrosivo e microestrutural da liga Ti-6Al-4V em funcdo da superficie
do Ti: usinada e modificada por tratamento com duplo ataque acido em SBF com
diferentes concentracdes de dextrose (0; 5mM; 7,5 mM e 15 mM) e LPS (0; 0,15
ug/mL; 15 pg/mL; 150 pg/mL).

A hipdtese testada foi que a liga Ti-6Al-4V com tratamento de superficie por
meio de duplo ataque 4cido iria gerar um padrdo de corrosdo diferente daquele
observado na superficie usinada, tanto na associacdo das elevadas concentracdes de
dextrose e LPS, bem como avaliados isoladamente. Ainda, foi hipotetizado que a

presenca de dextrose e LPS diminuiriam a resisténcia corrosiva da liga Ti-6Al-4V.
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1.4 Materiais e métodos
Para o teste de corrosdo, um total de 96 discos de liga Ti-6Al-4V nas
dimensdes de 15 mm de didmetro e 2 mm de espessura foi confeccionado. As
superficies testadas foram como discriminado a seguir:
1- Disco de liga Ti-6Al-4V modificado por tratamento com duplo ataque acido
(n=48);
2 — Disco de liga Ti-6Al-4V com superficie polida, mimetizando implantes com
superficie usinada (n=48).
Preparacgdo dos Discos
Os espécimes foram divididos em 32 grupos (n=3) em func¢do do tipo de
superficie (condicionados com acido e com superficie usinada), concentracdo de
dextrose (0; 5mM; 7,5 mM e 15 mM) (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA) e
concentrac¢do de LPS (0; 0,15 pg/mL; 15 pg/mL; 150 pg/mL) (055:B5, Sigma Chemical,
St. Louis, MO, EUA) (Tabela 1). Os discos foram polidos e limpos através de métodos
padronizados de metalografia (Barao et al. 2011). Para tanto, inicialmente os
espécimes foram polidos com lixas sequenciais de gramatura 320, 400, 600 e 800
(Carbimet 2, Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), em polidora automatica (ECOMET 250PRO/
AUTOMET 250, Buehler). Ainda na polidora, com pano de polimento (TextMet
Polishing Cloth, Buehler), utilizou-se a pasta diamantada (MetaDi 9-micron, Buehler) e
lubrificante (MetaDi Fluid, Buehler).
O proéximo passo foi o polimento com pano (Chemomet |, Buheler) e silica
coloidal (MasterMed, Buehler), até que a superficie do Ti ficasse espelhada.

Finalmente, os discos foram lavados com dgua deionizada e propanol 70%. A fim de
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garantir que toda a silica proveniente do polimento fosse removida, os espécimes
foram mantidos por 10 minutos em cuba ultrassGnica (Lavadora ultrassonica
THORTON, modelo USC 2850, Tecnal Equipamentos para Laboratdrio Ltda, Piracicaba,
SP, Brasil) e finalmente, secos por meio de jatos de ar quente a 250°C. A rugosidade de
superficie de todos os espécimes foi determinada a fim de proporcionar uma
padronizacdo no acabamento dos discos de Ti.

A dextrose foi eleita na concentracdo de 15 mM porque equivale a 270
mg/dL de glicose sanguinea, comumente encontrada nos pacientes com diabetes ndo
controlados ou em pacientes com diabetes tipo Il ndo diagnosticados (Klokkevold &
Han, 2007; Tawil, 2008; Tamam & Ankara, 2012). Da mesma forma, para a simulagao
da diabetes nos estdagios iniciais foi utilizada a concentra¢do de 7,5 mM de dextrose, a
qual corresponde a 135 mg/dL de glicose sanguinea.

Para a simulacdo de pacientes saudaveis, com nivel de glicose sanguinea
dentro dos padrdes de normalidade, foi utilizada a concentracdo de 5 mM de dextrose,
correspondente a 90 mg/dL de glicose no sangue. Por fim, como grupo controle, foi
utilizada a concentragdo zero de dextrose para a comparagdo entre os grupos.

As concentra¢des de LPS (0; 0,15 pg/mL; 15 pg/mL; 150 pg/mlL) foram
utilizadas conforme os trabalhos de Barao et al. (2011) e Mathew et al. (2012), para a
simulacdo de processo infeccioso.

Discos com superficie polida (“usinada”)
Apds o protocolo de polimento dos discos de liga Ti-6Al-4V, foram escolhidos

aleatoriamente 48 discos para o teste correspondente a superficie usinada.
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Modificagbes da superficie por dcido
Quarenta e oito discos foram submetidos a modificacdo da superficie de
acordo com a disponibilidade do mercado. Para a obtencdo da superficie tratada, os
discos polidos foram tratados quimicamente com duplo ataque de &cido nitrico,

conforme normas patenteadas da empresa.

Ensaio eletroquimico

O protocolo do teste de corrosdao seguiu aquele descrito previamente na
literatura (Barao et al. 2011; Barao et al. 2012). Os testes foram realizados em uma
célula eletroquimica feita de polissulfona. Todas as mensura¢des foram realizadas em
um método padronizado de trés células de eletrodo de acordo com as instrugdes da
Sociedade Americana para Testes de Materiais (American Society for Testing of
Materials (ASTM) (G61-86 e G31-72). Um eletrodo saturado de cloreto de mercurio
(SCE) foi utilizado como eletrodo de referéncia, um bastdo de grafite como contra-
eletrodo (auxiliar) e a superficie exposta do disco de liga Ti-6Al-4V como eletrodo de
trabalho (4drea exposta do Ti polido = 1,77 cm?; e do Ti com duplo ataque &cido = 2,62
cm?). Um potenciostato (Interface 1000, Gamry Instruments, Warminster, PA, EUA)
ligado ao computador foi utilizado para realizar as mensuracdes de corrosdao. Um total
de 10 ml de eletrdlito (Solucdo de fluido corpdreo (SBF), associado ou ndo a dextrose
e/ou LPS) foi utilizado para cada experimento de corrosdo. O eletrdlito para simulacdo
do plasma sanguineo (SBF) possui caracteristicas fisioldgicas de temperatura (37°C) e

pH (7,4) (Abe et al. 1990), a fim de mimetizar algumas condi¢Ges clinicas.
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Inicialmente, os discos de Ti foram submetidos a um potencial catédico (-0,9
V vs SCE) a fim de garantir uma padronizacdo da camada de 6xido da superficie dos
mesmos. O potencial de circuito aberto foi monitorado por um periodo de 3600
segundos para avaliar o potencial do material perante a solucdo e estabilizar o sistema.
A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) foi usada para investigar a
formacdo eletroquimica da camada de dxido na superficie do Ti e as propriedades
desse filme (cinética de corrosao). Por meio da EIS, o processo eletroquimico pode ser
representado por um circuito elétrico equivalente e as propriedades do filme de éxido
(capacitancia e resisténcia) foram quantificadas para determinar o processo de
corrosao. As mensuracoes da EIS foram efetuadas na frequéncia de 100 KHz a 5 mHz,
com a curva AC numa amplitude de 10 mV aplicada ao eletrodo no seu potencial de
corrosdo (Barao et al. 2011; Barao et al. 2012; Mathew et al. 2012). Esses valores
foram usados para determinar os componentes real (Z') e imagindrio (Z”) da
impedancia no qual foram plotados no plote de Bode ou impedancia total (|Z|) e
angulo de fase. Finalmente, os espécimes foram polarizados anodicamente de -1,8 V a
1,8 V a uma taxa de varredura de 2 mV/s.

Os parametros de corrosdo foram obtidos por meio das curvas de
polarizacdo potenciodinamica. O método de Tafel foi usado para investigar a taxa de
corrosdo (densidade de corrente de corrosao - Ir) € 0 potencial de corrosdo (Ecorr) do
Ti-6Al-4V. A corrente de densidade de passivagao (lpass) correspondeu ao valor da
corrente na transicdo entre a regido ativa e passiva expressas na curva de polarizacao
da liga Ti-6Al-4V. Os resultados da EIS foram usados para modelar o processo de

corrosdo (cinética de corrosdo) e entender as propriedades do filme de 6xido formado
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na superficie dos discos de Ti, usando o circuito elétrico mais apropriado. Para
simulacdo dos dados da EIS (capacitancia da camada de 6xido (dupla camada) - Cy e
resisténcia de polarizagdo - R;), o software Gamry Echem Analyst (Gamry Instruments)
foi utilizado. Um valor de Qui-quadrado menor que 0,01 foi considerado, indicando
uma excelente concordancia entre os dados experimentais e os valores ajustados

(Zhang et al. 2013).

Caracterizagdo de superficie
A avaliacdo das superficies corroidas desempenha um papel essencial na
compreensao dos mecanismos de degradacdao do material.
Microscopia de For¢a Atémica
Os discos de liga Ti-6Al-4V de superficie polida e com tratamento de
superficie foram analisados em MFA (AFM; Veeco Metrology Inc., Santa Barbara, CA,
EUA). As imagens foram transportadas do microscépio para um computador e no
programa Nanoscope Analysis (2004 Veeco Instruments Inc., Santa Barbara, CA, EUA),
as imagens foram inicialmente submetidas aos filtros (“lowpass” e medium”). Em
seguida, as imagens em trés dimensdes (3D) foram obtidas, e com o intuito de
possibilitar uma analise comparativa visual entre os grupos, foi padronizada a escala
do eixo z.
Microscopia Eletrénica de Varredura e Espectroscopia de Energia Dispersiva
Os discos de liga Ti-6Al-4V de superficie polida e com tratamento de
superficie foram analisados em MEV (Jeol, modelo JSM-7401F, Oregon, EUA), para

analise e caracterizacdo das possiveis irregularidades presentes nas superficies. Foram
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realizadas comparacoes das imagens obtidas entre as superficies de Ti, por meio da
analise pré e pds-corrosdo das substancias testadas.

Além disso, foram realizadas analises quimicas elementares em volumes
pequenos, da ordem de 1 pm? (micrémetro clbico), por meio da técnica de EDS, que
utiliza o espectrometro. Esse possibilita a observacao do espectro inteiro de raios X de
modo simultdneo, o que permite a analise qualitativa rdpida (mapeamento) dos
elementos constituintes principais das superficies dos discos de Ti, para comparagao
da composicdo quimica das diferentes superficies analisadas, prévia e posteriormente

ao teste de corrosao.

Andlise da rugosidade de superficie

A fim de entender as altera¢des na superficie do Ti promovidas pelo
processo de corrosdo, um parametro de rugosidade de superficie (Ra - média
aritmética da rugosidade de superficie) foi investigado antes (baseline) e apds o
processo de corrosdao por meio de um perfilometro (Dektak d-150; Veeco, Plainview,
Nova York, EUA). Cada espécime foi individualmente posicionado no centro do
equipamento e a ponta medidora do perfilometro na superficie do espécime. Trés
mensuracoes em areas distintas foram realizadas em cada disco (cut-off de 0,25 mm a

velocidade de 0,05 mm/s), e o valor médio calculado.

Andlise da microdureza
A microdureza dos discos de Ti foi verificada em dois momentos do

experimento, baseline nos espécimes que nao se submeteram ao processo de
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corrosdo, para a comparacdo com a segunda leitura da microdureza nos grupos apds o
ensaio de corrosdo, por meio de um microdurémetro (Shimadzu HMV-2000 Micro
Hardness Tester; Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). Esse teste foi realizado em
temperatura ambiente (22 + 2°C). A carga aplicada foi de 500 gF por 15 segundos e, a
microdureza foi expressa em unidade de dureza de Vicker (VHN) (Al Jabbari et al. 2008;
Assuncao et al. 2011). Os valores de microdureza de Vicker’s foram calculados usando
a seguinte formula: VHN = 2P sin(136° / 2)/d2, em que P = carga aplicada e d =
comprimento das endentac¢des de diagonais. O teste foi repetido 4 vezes em 4 pontos
randomizados distribuidos na superficie de cada disco. A média dessas 4 repeticbes

correspondeu ao valor da microdureza de Vicker.

Andlise estatistica

Correlagdes de Person foram utilizadas para identificar as relagdes entre os
parametros de corrosao (Ecorr, lcorr, lpasss Cai € Rp), e as concentragdes de LPS ou
dextrose (usados isolados ou associados). Correlagbes entre rugosidade ou
microdureza e as concentracGes de LPS ou dextrose (usados isolados ou associados)
foram também investigadas.

T-teste independente foi usado para comparar as duas condi¢cbes de
superficie do Ti (polida ou tratada com duplo ataque acido) para todos os parametros
descritos anteriormente. Todos os testes foram conduzidos com nivel de significancia
de 5% (SPSS version 17.0 — Statistical Package for the Social Sciences, Inc., Chicago, IL,

EUA).
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1.5 Resultados

Dados eletroquimicos

Os dados obtidos da curva de polarizagao ciclica potenciodinamica e pela EIS
podem ser observados nas figuras 1, 2, 3 e 4.

Para o Ti com superficie polida, somente a associacdo dextrose com LPS
(DEXLPS) foi significativamente correlacionada com algum parametro de corrosao.
Correlagdo negativa com Eco foi notada (R?=-0,589, p=0,001) (Tabela 2). J4 para o Ti
com superficie condicionada com duplo ataque dacido, a presenca de dextrose foi
correlacionada de forma significativa com R, (R’= 0,960, p<0,01) (Tabela 2). O LPS foi
correlacionado com os valores de Ip.ss (R°=0,789, p=0,011), Cy (R*=0,808, p=0,008) e R,
(R?=-0,931, p<0,01) (Tabela 2). A associacio de dextrose e LPS foi correlacionada com
leorr (R=0,391, p=0,044) € l,.ss (R*=0,435, p=0,023) (Tabela 2).

O tratamento de superficie da liga Ti-6Al-4V por meio de duplo ataque acido
aumentou significantemente os valores de I, para a maioria dos grupos analisados
(P<0,05, T-teste) (Tabela 3 e Figura 2). A passivacao dos grupos tratados com duplo
ataque acido tendeu a ser retardada para a maioria dos grupos tratados com duplo
ataque acido, fato esse evidenciado pelos valores de Ip,s. Contrariamente, os valores
de E.,r foram menores para a liga Ti-6Al-4V com superficie polida (Tabela 3 e Figura 2).

Foi observada na curva de polarizacdo ciclica do Ti regiGes de transicao ativa-
passiva no grupo controle (SBF) e para todos os grupos testes (Figural). Ficou evidente
nas curvas a formacdo de histérese negativa, como indicado pelas setas, o que permite
afirmar que o Ti na presenca de dextrose e/ou LPS ndo é susceptivel a corrosdo por

“pites” ou frestas.



42

A cinética de corrosdo por meio do plote de Bode estd representada na
Figura 3. No angulo de fase, foi observado para todos os grupos somente uma
constante, o que denota a formacao do filme de éxido de Ti compacto, homogéneo e
protetor a superficie do metal. Em alta e baixa frequéncias os valores de impedancia
total foram menores na presenca de 15 mM de dextrose, tanto para o Ti com
superficie polida quanto para aquele com tratamento acido.

Em relagdo a cinética de corrosao, fica evidente que o tipo de superficie da
liga Ti-6Al-4V exerceu forte influéncia, como observado nos valores de Cq4 e R,. Os
grupos tratados com duplo ataque acido apresentaram aumento significante nos
valores de Cy e redugdo nos valores de R, (P<0,05, T-teste), com exceg¢do do grupo
controle e dos grupos com dextrose, em que a superficie polida promoveu maiores

valores de R, (Tabela 3 e Figura 4)

Dados topograficos

Os valores médios de rugosidade de superficie (Ra) e microdureza estdo
representados na figura 5.

Apenas a associacdo dextrose e LPS mostrou correlacdo com os dados
topograficos para ambos os tipos de superficie do Ti. Correlagdo positiva com o
parametro Ra foi notada (R?=0,726, p=0,0001 para Ti polido; R*=0,405, p=0,036 para Ti
acido). Enquanto que para o Ti polido houve correlacdo negativa para os dados de
microdureza (R®=-0,915, p=0,0001), para o Ti com duplo ataque &cido houve

correlaco positiva (R?=0,781, p=0,0001).
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Comparando as duas condi¢des de superficie da liga Ti-6Al-4V, pode se
notar que o tratamento com duplo ataque acido resultou em aumento significativo
(P<0,05, T-teste) na rugosidade de superficie desse material para todos os grupos
analisados (Tabela 3 e Figura 5). No geral, a liga Ti-6Al-4V com superficie polida
apresentou menores valores de microdureza quando comparado com a liga Ti-6Al-4V
com superficie tratada por meio de duplo ataque acido (Tabela 3 e Figura 5).

As imagens da MEV do Ti com superficie polida ndo mostraram
alteragGes na microestrutura do Ti, com excecdo do grupo dextrose (na concentragao
de 15 mM) associada ao LPS (concentragdes de 15 e 150 pg/mL), o qual apresentou
incrustracGes, provavelmente dos substratos utilizados (dextrose e/ou LPS) (Figura 6).
Para o Ti com a superficie condicionada com duplo ataque acido, na comparacgao entre
o periodo baseline e apds o ensaio de corrosao, nao foi evidenciada qualquer alteragao
entre os grupos testados (Figura7). O Ti polido possuiu uma superficie lisa, bastante
plana (magnificagdes de 300X e 10.000X). As manchas brancas identificadas
principalmente no aumento de 10.000X sdo devido a presenca do aluminio da liga Ti-
6Al-4V, confirmado pela EDS (Figura 10). O Ti com superficie tratada com 4acido
apresentou estriagdes em toda a superficie, com a microestrutura rugosa bem
evidente.

A analise tridimensional da superficie do Ti por meio da microscopia de forca
atdbmica evidenciou, tanto para os discos com superficie polida quanto para o
condicionado por 4acido, a alteracdo superficial do material apds o teste de corrosao,
com maior espessura aparente nos grupos de associacdo da dextrose com LPS

(DEXLPS) (Figuras 8 € 9).
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A composicao quimica elementar do Ti por meio da EDS, nos dois momentos
do experimento, baseline e apds o ensaio de corrosdo, ndo mostrou modificacdo nos

constituintes do Ti. (Figura 10).

1.6 Discussao

A hipdtese apresentada de que a liga Ti-6Al-4V com tratamento de superficie
por meio de duplo ataque &cido iria gerar um padrdo de corrosdo diferente daquele
observado na superficie usinada, tanto na associacao das elevadas concentragdes de
dextrose e LPS, bem como avaliados isoladamente e, que a presenca de dextrose e LPS
iriam diminuir a resisténcia corrosiva da liga Ti-6Al-4V foi parcialmente aceita. Os
parametros analisados evidenciaram maior tendéncia a corrosdo na presenca da
associacao de dextrose e LPS para o Ti polido. O Ti com modificagdo na superficie por

ataque acido apresentou maior tendéncia a corrosao.

Corroséo

Diante dos resultados obtidos pelos parametros de corrosao, ficou claro que
somente quando a liga de Ti-6Al-4V com superficie polida foi exposta a dextrose e LPS
(DEXLPS) houve aumento da taxa de corrosdo, em razao da diminuicdo significativa do
Ecorr (p<0,01). Deste modo, quanto maior a concentracdo de DEXLPS, maior o potencial
de corrosdo do Ti polido e, por conseguinte, maior susceptibilidade a corrosdo. A
presenca isolada da dextrose e do LPS ndo aumentou a taxa de corrosdo do Ti em

nenhuma das concentragdes testadas (p>0,05).



45

Messer et al. (2009) também avaliaram o comportamento corrosivo de
implantes de Ti em condicdes inflamatdrias e hiperglicémicas. O potencial de corrosdo
foi alto em elevadas concentrag¢des de dextrose (15 mM), na mesma concentragdo que
utilizamos, em funcdo de culturas de mondcitos e de células sanguineas. Porém nao
encontraram alteracdo da taxa de corrosdo quando o meio utilizado foi o tampao
fosfato-salino (PBS). Acreditamos que esta inconsisténcia ocorreu pela diferenca nos
eletrdlitos utilizados. Enquanto Messer et al. utilizaram cultura de células sanguineas
de composicdo desconhecida e PBS, uma solugdo isoténica, em nosso estudo foi
utilizado o simulador de fluido corporal (SBF), o qual possui composi¢ao similar ao
plasma sanguineo e permite mimetizar situa¢des clinicas mais préoximas da realidade.
Outro fator a ser discutido em relagdo a ndao observacdo de susceptibilidade a corrosao
guando exposto as elevadas concentracdes de dextrose, pode estar relacionado ao
curto periodo de contato da superficie do Ti com as condicdes hiperglicémicas.

A presenca de dextrose foi correlacionada positivamente para R, no Ti com
superficie condicionada com duplo ataque acido (p<0,01). Isso denota que a
resisténcia do material aumentou com o aumento das concentracGes de dextrose e
desta forma, protegendo a superficie do materal. Acredita-se que as proteinas e
sacarideos na superficie dos implantes dentarios podem aumentar a corrosdao do Ti
pela afinidade de ligacdo de algumas proteinas e provocar a liberacdo de ions
metalicos da superficie do material para a regido periimplantar (Messer et al. 2009,
Messer et al. 2010). Entretanto, a interacdo dos metais e as proteinas, células
sanguineas e seu produtos para as alteracdes no ambiente eletrolitico no tocante a

corrosdo, depende de diversos fatores, tais como rugosidade, carga de superficie,
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composicdo do material e afinidade do agente as moléculas do metal (Bundy, 1994),
podendo até proteger a superficie do Ti pela absorcdo de proteinas pelo meio
eletrolitico (Messer et al. 2010).

Ainda para o Ti com superficie tratada com acido em contato com o LPS,
notou-se que com o aumento da concentragdo de LPS houve aumento nos valores de
capacitancia e diminuicao nos valores de resisténcia (acdo negativa do LPS na cinética
de corrosdo do Ti acido). Além disso, a passivacdo demorou mais para ocorrer com o
aumento da concentracao de LPS, uma vez que houve correlagdo positiva para lpass. A
dextrose isoladamente nao provocou efeito algum nas propriedades corrosivas da liga
Ti-6Al-4V_Em contrapartida, quando adicionada ao LPS (DEXLPS), observou-se aumento
da taxa de corrente de corrosdao e menor potencial de passiva¢ao do Ti, reafirmando o
efeito deletério do LPS na superficie do Ti com tratamento acido.

Neste contexto, a acdo do LPS no comportamento corrosivo (Barao et al.
2011) e tribocorrosivo do Ti (Mathew et al. 2012) foi avaliada in vitro. Estes autores
afirmaram que a porg¢ao polissacaridea do LPS pode induzir a liberacdo de ions de Ti,
comprovada pela cinética de corrosao, por meio dos valores de Cq e R,. Provavelmente
isso ocorre devido a maior drea de superficie para as reac¢des eletroquimicas no Ti
tratado com duplo ataque acido. Os nossos resultados contrariam os obtidos por
Messer et al. (2010), em que avaliaram o Ti com modificacdo na superficie com éxido
de Ti acrescido de fosfato e, observaram menores taxas de corrosdao em funcdo de
condicdes hiperglicémicas e inflamatdrias (concentracdo de LPS = 1ug/ml).
Acreditamos que as concentra¢des de LPS utilizadas no trabalho de Messer et al.

(2010), na simulacdo de efeitos inflamatdrios, ndo sdo capazes de afetar as
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propriedades corrosivas do Ti. No nosso estudo, as concentracdes de LPS (15 e 150
pug/mL) mimetizam infecgdes, sem duvidas podem ocasionar efeito mais maléfico a
superficie do Ti. Sendo assim, na superficie polida, apresentando menor drea de
contato com o LPS, houve menor ligacdo da porcdo polissacaridea com a superficie do
Ti, permitindo a acdo do ambiente eletrolitico, desde a absorcao até a protecdo do
material, como observado pelo aumento dos valores de R.

A utilizagcdo do LPS em concentra¢des que simulem infecgcdes na superficie
do titanio comercialmente puro (Ticp) de superficie polida, foi verificada por Barao et
al. (2011). Foi observado que o aumento da concentra¢do do LPS provocou aumento
significativo da taxa de corrosdo do Ticp em saliva artificial. Esta incongruéncia com o
nosso trabalho se da principalmente porque utilizamos o simulador de fluido corporal
como eletrélito e, o material testado foi a liga Ti-6Al-4V. Com isso, fica claro que o
comportamento corrosivo do Ti é dependente do ambiente eletrolitico e dos

componentes do material.

Topografia de Superficie

A literatura é congruente em afirmar que o processo de corrosdo pode
aumentar a rugosidade superficial do Ti (Correa et al. 2009, Mabilleau et al. 2006,
Mathew et al. 2012). As alteracdes na rugosidade do Ti podem implicar na maior
adesdo de microorganismos (Morgan & Wilson, 2001). Barao et al. (2011) e Mathew et
al. (2012) inferiram que a corrosdo e/ou desgaste na presenca de LPS pode causar
maior aciumulo de biofilme na superficie do Ti, aumentando-se a propensdo as

periimplantites (Bollen et al. 1996), culminando na falha dos implantes de Ti. Essas
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assertivas estdo de acordo com os resultados obtidos por este trabalho no que diz
respeito aos valores de rugosidade média, em que tanto para o Ti polido quanto para o
Ti com tratamento de superficie, houve uma correlacdo fortemente positiva na
associacdo de dextrose e LPS (DEXLPS), corroborando com os parametros de corrosao.

O aumento dos valores de Ra com a dextrose e LPS foram visualmente
confirmados por meio das imagens 3D da microscopia de forca atébmica, especialmente
no Ti polido, por meio do aumento aparente da espessura superficial. A MEV é uma
anadlise adicional, tendo em vista que somente uma deterioriza¢do substancial pode ser
evidenciada na superficie do Ti, como mostrado por Faverani et al. (2013). Mesmo
assim, ndés observamos na magnificacdo de 10.000X pela MEV, alteracdo na
microestrutura da liga Ti-6Al-4V na associagdo DEXLPS, provavelmente pela
impregnacao dos substratos utilizados.

Os dados de microdureza mostraram forte correlagdo negativa para o Ti
polido e correlacdo positiva para o Ti com tratamento de superficie, na presenca de
dextrose associada ao LPS. Neste contexto, Yang et al. (2011) avaliaram a dureza e o
maodulo de elasticidade de Young’s do Ticp com tratamento de superficie, por meio da
implantacdo de ion imerso no plasma de oxigénio (O-Plll). Foi observado aumento
significativo de ambas as varidveis apds o ensaio de corrosdo para o grupo tratado
guando comparado ao Ti polido. Isso nos leva a crer que a maior area superficial dos
discos de Ti tratados com dacido (2,62 cm?) comparada com o Ti polido (1,77 cm?),
promova maior resisténcia mecanica ao material.

Por mais que os dados de corrosdo deste estudo mostraram maior taxa de

corrosdo, principalmente na presenca do LPS no grupo com superficie tratada, a maior
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area de superficie de contato possibilita maior adesdo de substancias presentes no
ambiente eletrolitico, e esta maior afinidade pode explicar o aumento substancial da
microdureza apds o contato com as substancias testadas. Entretanto, clinicamente a
maior adesdo de acucares e endotoxinas, certamente elevam as taxas de insucesso dos
implantes osseointegraveis (Bollen et al. 1996, Morgan & Wilson, 2001, Chaturvedi,

2009).

Limitagcoes e proposta de futuros estudos

Neste estudo foi investigado o efeito estatico da dextrose, LPS e a associagao
entre dextrose e LPS em simulador de fluido corporal. Todavia, sabemos que o
ambiente eletrolitico periimplantar é constantemente submetido a acdo de oscilagdes
mecanicas, principalmente pela carga mastigatéria (Tada et al. 2003, Winter et al.
2013). Desta forma, corroborados por Mathew et al. 2012, novos estudos que avaliem
estas condicGes devem ser analisadas por meio da corrosdo atrelada ao desgaste
(tribocorrosao).

Além disso, mesmo que ocorra uma bacteremia transitdria periimplantar ou
nas hiperglicemias dos pacientes diabéticos, o tempo destas alteracbes sistémicas
ocorrem num periodo maior em relacdo ao realizado pelos testes de corrosdo deste
trabalho. Sendo assim, novos estudos que avaliem o efeito destas condi¢Ges testes em

longo prazo (por exemplo, apds 24 e 48 horas de imersdo) devem ser realizados.
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Tabelas

Tabela 1. Grupos para o ensaio corrosivo em SBF em funcdo da concentracdo de dextrose

(DEX), lipopolissacarideo (LPS) e associa¢do de dextrose e LPS (DEXLPS) (n=3).

Tipos de superficie Concentracao de Dextrose Concentracdo de LPS

dos discos: (mM) (ug/mL)

USINADA 0 0
0 0,15
0 15
0 150
5 0
5 0,15
5 15
5 150
7,5 0
7,5 0,15
7,5 15
7,5 150
15 0
15 0,15
15 15
15 150

CONDICIONADA 0 0

(Duplo ataque acido)

0 0,15
0 15
0 150
5 0
5 0,15
5 15
5 150
7,5 0
7,5 0,15
7,5 15
7,5 150
15 0
15 0,15
15 15

15 150
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Tabela 2. Correlagdes entre os parametros de corrosdo, rugosidade e microdureza com as concentragdes de dextrose (DEX) e
lipopolissacarideo (LPS) (usados isoladamente ou em conjunto) para liga Ti-6Al-4V com superficie polida e condicionada com duplo

ataque acido.

Polida Condicionada (Acido)

Dextrose LPS Dextrose+LPS Dextrose LPS Dextrose+LPS
variavel R’ P R’ P R? P R? P R? P R? P
Ecorr -0,479 0,192 -0,615 0,078 -0,589* 0,001 0,639 0,064 -0,246 0,523 -0,121 0,547
Icorr -0,664 0,051 0,469 0,203 0,250 0,208 0,382 0,311 0,347 0,361 0,391* 0,044
Ipass 0,534 0,139 0,069 0,860 -0,134 0,504 0,500 0,170 0,789* 0,011 0,435* 0,023
Cdl 0,070 0,858 0,477 0,194 0,008 0,967 -0,172 0,658 0,808* 0,008 0,104 0,605
Rp -0,557 0,119 0,224 0,562 0,217 0,277 0,960* 0,0001 -0,931* 10,0001 0,259 0,193
Rugosidade 0,0001 1,000 0,105 0,788 0,726* 0,0001 -0,326 0,392 0,601 0,087 0,405* 0,036
Microdureza  -0,551 0,124 0,218 0,573 -0,915* 0,0001 -0,342 0,368 0,175 0,653 0,781%* 0,0001

* correlacdo é significante ao nivel de 0,05 (2-tailed)
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Tabela 3. Comparacgdes (T-teste independente) entre a liga Ti-6Al-4V com superficie polida e

com duplo ataque acido para os parametros de corrosao, rugosidade e microdureza.

Variavel
Grupos Ecorr Icorr Ipass Cdl Rp Rugosidade Microdureza
Baseline - - - - - 0,015* 0,127
SBF (controle) 0,008* 0,123 0,040* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,168
DEX5 0,083 0,161 0,105 0,0001* 0,0001* 0,002* 0,070
DEX7,5 0,002* 0,004 0,162 0,0001* 0,0001* 0,001* 0,0001*
DEX15 0,221 0,003* 0,186 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,005*
LPS0,15 0,019* 0,022* 0,024* 0,0001* 0,565 0,0001* 0,042*
LPS15 0,010* 0,012* 0,677 0,0001* 0,009* 0,0001* 0,259
LPS150 0,001* 0,027* 0,897 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,093
DEX5 LPS0,15 0,001* 0,008* 0,908 0,0001* 0,0001* 0,008* 0,747
DEX5 LPS15 0,003* 0,776 0,010* 0,0001* 0,003* 0,001* 0,391
DEX5 LPS150 0,002* 0,002* 0,001* 0,0001* 0,006* 0,0001* 0,161
DEX7,5 LPS0,15 0,014* 0,004* 0,652 0,001* 0,007* 0,0001* 0,023*
DEX7,5 LPS15 0,003* 0,726 0,029* 0,0001* 0,098 0,001* 0,0001*
DEX7,5 LPS150 0,003* 0,019* 0,215 0,0001* 0,001* 0,0001* 0,001*
DEX15 LPS0,15 0,015* 0,001* 0,009* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001*
DEX15 LPS15 0,006* 0,725 0,010 0,0001* 0,006* 0,0001* 0,0001*
DEX15 LPS150 0,0001%* 0,0001* 0,007* 0,0001* 0,009* 0,0001* 0,0001*

* significante ao nivel de 0,05 (T-teste independente)
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Figura 1 — Curva de polarizacdo ciclica representativa da liga Ti-6Al-4V em simulador de fluido corporal — SBF (Controle) com diferentes

concentragoes de dextrose (DEX), lipopolissacarideo (LPS) e associacdes de dextrose e lipopolissacarideo (DEXLPS).
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com diferentes concentragGes de dextrose (DEX) e lipopolissacarideo (LPS), isoladamente ou em associa¢do (DEXLPS).
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Figura 3 — Espectroscopia de impedancia eletroquimica representativa (EIS) da liga Ti-6Al-4V em simulador de fluido corporal — SBF
(Controle) com diferentes concentracbes de dextrose (DEX), lipopolissacarideo (LPS) e associacGes de dextrose e lipopolissacarideo

(DEXLPS).
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Figura 4 — Dados de corrosdo da EIS: resisténcia de polarizagdo (R,) e capacitancia (Cq) para a liga Ti-6Al-4V com superficie polida e
condicionada com acido, em SBF com diferentes concentragées de dextrose (DEX) e lipopolissacarideo (LPS), isoladamente ou em

associacao (DEXLPS).
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Figura 5 — Dados da topografia de superficie: média e desvio padrdo da rugosidade de superficie (Ra) (em nm) e microdureza de Vicker’s
para a liga Ti-6Al-4V com superficie polida e condicionada com &acido, em SBF com diferentes concentragdes de dextrose (DEX) e

lipopolissacarideo (LPS), isoladamente ou em associagdo (DEXLPS).
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Figura 6 — Imagens do microscopio eletrénico de varredura (300x e 10000x) da liga Ti-6Al-4V com superficie polida, antes e apds a

corrosdo para todos os grupos testados.
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Baseline SBF (Co) LPS0.15 DEX5LPS 0.15 DEX7.5LPS0.15 DEX15LPS0.15

! ) %)

LPS 150

Figura 7 — Imagens do microscopio eletronico de varredura (300x e 10000x) da liga Ti-6Al-4V com superficie condicionada por acido,

antes e apds a corrosdo para todos os grupos testados.
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Figura 8 — Imagens 3D da microscoscopia de for¢a atdmica da liga Ti-6Al-4V com superficie polida, antes e apds a corrosao para todos os

grupos testados.
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Figura 9 — Imagens 3D da microscoscopia de forca atoOmica da liga Ti-6Al-4V com superficie condicionada por acido, antes e apds a

corrosdo para todos os grupos testados.
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(b)

(c)

Figura 10 — Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) representativa (a) liga Ti-6Al-4V
com superficie polida antes do ensaio de corrosdo. (b) liga Ti-6Al-4V com superficie
polida apds o ensaio de corrosao. (c) liga Ti-6Al-4V com superficie condicionada por
acido antes do ensaio de corrosao. (d) liga Ti-6Al-4V com superficie condicionada por

acido ap6s o ensaio de corrosdo.



71

ANEXO



72

Anexo

1.8 Anexo - Normas para publicagio do periddico Clinical Oral
Implants Research

Author Guidelines

Content of Author Guidelines: 1. General, 2. Ethical Guidelines, 3. Submission of
Manuscripts, 4. Manuscript Types Accepted, 5. Manuscript Format and Structure, 6.
After Acceptance.

Useful Websites: Submission Site, Articles published in Clinical Oral Implants Research,
Author Services, Wiley-Blackwell’s Ethical Guidelines, Guidelines for Figures

The journal to which you are submitting your manuscript employs a plagiarism
detection system. By submitting your manuscript to this journal you accept that your

manuscript may be screened for plagiarism against previously published works.

1. GENERAL

Clinical Oral Implants Research conveys scientific progress in the field of implant
dentistry and its related areas to clinicians, teachers and researchers concerned with
the application of this information for the benefit of patients in need of oral implants.
The journal addresses itself to clinicians, general practitioners, periodontists, oral and
maxillofacial surgeons and prosthodontists, as well as to teachers, academicians and
scholars involved in the education of professionals and in the scientific promotion of
the field of implant dentistry.

Clinical Oral Implants Research publishes:

Original research articles of high scientific merit in the field of material sciences,
physiology of wound healing, biology of tissue integration of implants, diagnosis and
treatment planning, prevention of pathologic processes jeopardizing the longevity of
implants, clinical trials on implant systems, stoma-tognathic physiology related to oral

implants, new developments in therapeutic concepts and prosthetic rehabilitation.

Review articles by experts on new developments in basic sciences related to implant

dentistry and clinically applied concepts.
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Case reports and case series only if they provide or document new fundamental
knowledge.

Novel developments if they provide a technical novelty for any implant system.

Short communications of important research findings in a concise format and for rapid
publication.

Treatment rational by experts with evidence-based treatment approach.

Please read the instructions below carefully for details on the submission of
manuscripts, the journal's requirements and standards as well as information
concerning the procedure after a manuscript has been accepted for publication in
Clinical Oral Implants Research. Authors are encouraged to visit Wiley-Blackwell
Author Services for further information on the preparation and submission of articles
and figures.

2. ETHICAL GUIDELINES
Clinical Oral Implants Research adheres to the below ethical guidelines for publication

and research.

2.1. Authorship and Acknowledgements

Authors submitting a paper do so on the understanding that the manuscript have been
read and approved by all authors and that all authors agree to the submission of the
manuscript to the Journal. ALL named authors must have made an active contribution
to the conception and design and/or analysis and interpretation of the data and/or the
drafting of the paper and ALL must have critically reviewed its content and have
approved the final version submitted for publication. Participation solely in the

acquisition of funding or the collection of data does not justify authorship.

Clinical Oral Implants Research adheres to the definition of authorship set up by The
International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). According to the ICMIE
authorship criteria should be based on 1) substantial contributions to conception and
design of, or acquisition of data or analysis and interpretation of data, 2) drafting the
article or revising it critically for important intellectual content and 3) final approval of

the version to be published. Authors should meet conditions 1, 2 and 3.
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Up to 6 authors are accepted without need for justification. In the case of a specific
and detailed justification of the role of every author, up to 8 authors may be
mentioned. It is a requirement that all authors have been accredited as appropriate
upon submission of the manuscript. Contributors who do not qualify as authors should
be mentioned under Acknowledgements.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the
article other than the authors accredited. Acknowledge only persons who have made
substantive contributions to the study. Authors are responsible for obtaining written
permission from everyone acknowledged by name because readers may infer their

endorsement of the data and conclusions.

2.2. Ethical Approvals

Experimentation involving human subjects will only be published if such research has
been conducted in full accordance with ethical principles, including the World Medical
Association Declaration of Helsinki (version, 2008) and the additional requirements, if
any, of the country where the research has been carried out. Manuscripts must be
accompanied by a statement that the experiments were undertaken with the
understanding and written consent of each subject and according to the above
mentioned principles. A statement regarding the fact that the study has been
independently reviewed and approved by an ethical board should also be included.
Editor reserve the right to reject papers if there are doubts as to whether appropriate

procedures have been used.

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that
adequate measures were taken to minimize pain or discomfort. Experiments should be
carried out in accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of
Health (NIH) in the USA regarding the care and use of animals for experimental
procedures or with the European Communities Council Directive of 24 November 1986

(86/609/EEC) and in accordance with local laws and regulations.

2.3 Clinical Trials
Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available at
www.consort-statement.org. A CONSORT checklist should also be included in the

submission material.
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Clinical Oral Implants Research encourages authors submitting manuscripts reporting
from a clinical trial to register the trials in any of the following free, public clinical trials
registries: www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials.ifpma.org/clinicaltrials,
http://isrctn.org/. The clinical trial registration number and name of the trial register
will then be published with the paper.

2.4 Conflict of Interest and Source of Funding

Clinical Oral Implants Research requires that sources of institutional, private and
corporate financial support for the work within the manuscript be fully acknowledged,
and any potential conflicts of interest noted. Suppliers of materials should be named
and their location (town, state/county, country) included. Information concerning
conflict of interest and sources of funding should be included under
Acknowledgements.

2.5 Appeal of Decision
The decision on a paper is final and cannot be appealed.

2.6 Permissions
If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be
obtained from the copyright holder concerned. It is the author's responsibility to

obtain these in writing and provide copies to the Publishers.

2.7 Copyright Assignment
Authors submitting a paper do so on the understanding that the work and its essential
substance have not been published before and is not being considered for publication

elsewhere.

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author for
the paper will receive an email prompting them to login into Author Services; where
via the Wiley Author Licensing Service (WALS) they will be able to complete the license

agreement on behalf of all authors on the paper.

For authors signing the copyright transfer agreement
If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author will be presented
with the copyright transfer agreement (CTA) to sign. The terms and conditions of the

CTA can be previewed in the samples associated with the Copyright FAQs below:
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CTA Terms and Conditions
http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp

For authors choosing OnlineOpen

If the OnlineOpen option is selected the corresponding author will have a choice of the
following Creative Commons License Open Access Agreements(OAA):

Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA
Creative Commons Attribution Non-Commercial -NoDerivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the
Copyright FAQs hosted on Wiley Author Services
http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp and visit
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--

License.html.

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by The Wellcome
Trust and members of the Research Councils UK (RCUK) you will be given the
opportunity to publish your article under a CC-BY license supporting you in complying
with Wellcome Trust and Research Councils UK requirements. For more information on
this policy and the Journal’'s compliant self-archiving policy please visit:

http://www.wiley.com/go/funderstatement.

For RCUK and Wellcome Trust authors click on the link below to preview the terms and

conditions of this license:

Creative Commons Attribution License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the
Copyright FAQs hosted on Wiley Author Services
http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.asp and visit
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--
License.html.

2.8 OnlineOpen

OnlineOpen is available to authors of primary research articles who wish to make their
article available to non-subscribers on publication, or whose funding agency requires
grantees to archive the final version of their article. With OnlineOpen, the author, the

author's funding agency, or the author's institution pays a fee to ensure that the article
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is made available to non-subscribers upon publication via Wiley Online Library, as well
as deposited in the funding agency's preferred archive. For the full list of terms and
conditions, see

http://wileyonlinelibrary.com/onlineopen#OnlineOpen_Terms

Any authors wishing to send their paper OnlineOpen will be required to complete the
payment form available from our website at:

https://authorservices.wiley.com/bauthor/onlineopen_order.asp

Prior to acceptance there is no requirement to inform an Editorial Office that you
intend to publish your paper OnlineOpen if you do not wish to. All OnlineOpen articles
are treated in the same way as any other article. They go through the journal's
standard peer-review process and will be accepted or rejected based on their own

merit.

3. SUBMISSION OF MANUSCRIPTS

Manuscripts should be submitted electronically via the online submission site
http://mc.manuscriptcentral.com/coir. The use of an online submission and peer
review site enables immediate distribution of manuscripts and consequentially speeds
up the review process. It also allows authors to track the status of their own
manuscripts. Complete instructions for submitting a paper is available online and
below. Further assistance can be obtained from the Editorial Assistant Ms. Brigitte

Baur. E-mail: coir@zmk.unibe.ch

3.1. Getting Started
Launch your web browser (supported browsers include Internet Explorer 6 or higher,
Netscape 7.0, 7.1, or 7.2, Safari 1.2.4, or Firefox 1.0.4) and go to the journal's online

Submission Site: http://mc.manuscriptcentral.com/coir

e Log-in or click the 'Create Account' option if you are a first-time user.

e If you are creating a new account.

- After clicking on 'Create Account', enter your name and e-mail information and click
'Next'. Your e-mail information is very important.

- Enter your institution and address information as appropriate, and then click 'Next.'

- Enter a user ID and password of your choice (we recommend using your e-mail

address as your user ID), and then select your area of expertise. Click 'Finish'.
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¢ If you have an account, but have forgotten your log in details, go to Password Help
on the journals online submission system http://mc.manuscriptcentral.com/coir and
enter your e-mail address. The system will send you an automatic user ID and a new
temporary password.

¢ Log-in and select Corresponding Author Center.

3.2. Submitting Your Manuscript

¢ After you have logged in, click the 'Submit a Manuscript' link in the menu bar.

e Enter data and answer questions as appropriate. You may copy and paste directly
from your manuscript and you may upload your pre-prepared covering letter.

¢ Click the 'Next' button on each screen to save your work and advance to the next
screen.

¢ You are required to upload your files.

- Click on the 'Browse' button and locate the file on your computer.

- Select the designation of each file in the drop-down menu next to the Browse button.
- When you have selected all files you wish to upload, click the 'Upload Files' button.

e Review your submission (in HTML and PDF format) before sending to the Journal.

Click the 'Submit' button when you are finished reviewing.

3.3. Manuscript Files Accepted

Manuscripts should be uploaded as Word (.doc) or Rich Text Format (.rft) files (not
write-protected) plus separate figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are
acceptable for submission, but only high-resolution TIF or EPS files are suitable for
printing. The files will be automatically converted to HTML and PDF on upload and will
be used for the review process. The text file must contain the entire manuscript
including title page, abstract, text, references, tables, and figure legends, but no
embedded figures. In the text, please reference figures as for instance 'Figure 1',
'Figure 2' etc to match the tag name you choose for the individual figure files
uploaded. Manuscripts should be formatted as described in the Author Guidelines

below.

3.4. Blinded Review
All manuscripts submitted to Clinical Oral Implants Research will be reviewed by two
experts in the field. Clinical Oral Implants Research uses single blinded review. The

names of the reviewers will thus not be disclosed to the author submitting a paper.

3.5. Suggest a Reviewer
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Clinical Oral Implants Research attempts to keep the review process as short as
possible to enable rapid publication of new scientific data. In order to facilitate this
process, please suggest the names and current email addresses of one potential
international reviewer whom you consider capable of reviewing your manuscript. In

addition to your choice the journal editor will choose one or two reviewers as well.

3.6. Suspension of Submission Mid-way in the Submission Process

You may suspend a submission at any phase before clicking the 'Submit' button and
save it to submit later. The manuscript can then be located under 'Unsubmitted
Manuscripts' and you can click on 'Continue Submission' to continue your submission

when you choose to.

3.7. E-mail Confirmation of Submission

After submission you will receive an e-mail to confirm receipt of your manuscript. If
you do not receive the confirmation email after 24 hours, please check your e-mail
address carefully in the system. If the e-mail address is correct please contact your IT
department. The error may be caused by some sort of spam filtering on your e-mail
server. Also, the e-mails should be received if the IT department adds our email server

(uranus.scholarone.com) to their whitelist.

3.8. Manuscript Status
You can access ScholarOne Manuscripts (formerly known as Manuscript Central) any
time to check your 'Author Centre' for the status of your manuscript. The Journal will

inform you by e-mail once a decision has been made.

3.9. Submission of Revised Manuscripts
To submit your revised manuscript, locate your manuscript under 'Manuscripts with
Decisions' and click on 'Submit a Revision' . Please remember to delete any old files

uploaded when you upload your revised manuscript.

4. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Original research articles of high scientific merit in the field of material sciences,
physiology of wound healing, biology of tissue integration of implants, diagnosis and
treatment planning, prevention of pathologic processes jeopardizing the longevity of
implants, clinical trials on implant systems, stomatognathic physiology related to oral

implants, new developments in therapeutic concepts and prosthetic rehabilitation.
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Review articles by experts on new developments in basic sciences related to implant
dentistry and clinically applied concepts. Reviews are generally by invitation only and
have to be approved by the Editor-in-Chief before submission.

Case reports and case series, but only if they provide or document new fundamental
knowledge and if they use language understandable to the clinician.

Novel developments if they provide a technical novelty for any implant system.

Short communications of important research findings in a concise format and for rapid

publication.

Treatment rational by experts with evidence-based treatment approach.

Proceedings of international meetings may also be considered for publication at the
discretion of the Editor.

5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

5.1. Page Charge
Articles exceeding 10 published pages are subject to a charge of USD 160 per
additional page. One published page amounts approximately to 5,500 characters

(excluding figures and tables).

5.2. Format

Language: The language of publication is English. Authors for whom English is a second
language might choose to have their manuscript professionally edited by an English
speaking person before submission to make sure the English is of high quality. A list of
independent suppliers of editing services can be found at
http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp. All services are paid
for and arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee

acceptance or preference for publication

Abbreviations, Symbols and Nomenclature: The symbol % is to be used for percent, h
for hour, min for minute, and s for second. In vitro, in vivo, in situ and other Latin

expressions are to be italicised. Use only standard abbreviations. All units will be
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metric. Use no roman numerals in the text. In decimals, a decimal point and not a
comma will be used. Avoid abbreviations in the title. The full term for which an
abbreviation stands should precede its first use in the text unless it is a standard unit of
measurement. In cases of doubt, the spelling orthodoxy of Webster's third new
international dictionary will be adhered to.

Scientific Names: Proper names of bacteria should be binomial and should be singly
underlined on the typescript. The full proper name (e.g., Streptococcus sanguis) must
be given upon first mention. The generic name may be abbreviated thereafter with the
first letter of the genus (e.g., S. sanguis). If abbreviation of the generic name could
cause confusion, the full name should be used. If the vernacular form of a genus name
(e.g., streptococci) is used, the first letter of the vernacular name is not capitalised and
the name is not underlined. Use of two letters of the genus (e.g., Ps. for
Peptostreptococcus) is incorrect, even though it might avoid ambiguity. With regard to
drugs, generic names should be used instead of proprietary names. If a proprietary
name is used, it must be attached when the term is first used.

5.2. Structure
All manuscripts submitted to Clinical Oral Implants Research should include Title Page,
Abstract, Main Text and Acknowledgements, Tables, Figures and Figure Legends as

appropriate.

Title Page: should contain the title of the article, full name(s) of the authors (no more
than 6) and institutional affiliation(s), a running title not exceeding 60 letters and
spaces, and the name, telephone and fax numbers, email and complete mailing
address of the author responsible for correspondence. The author must list

appropriate key words for indexing purposes.

Abstract: should not to exceed 250 words. This should be structured into: objectives,

material and methods, results, conclusions, and no other information.

Main Text of Original Research Article should include Introduction, Material and

Methods, Results and Discussion.

Introduction: Summarise the rationale and purpose of the study, giving only strictly
pertinent references. Do not review existing literature extensively. State clearly the

working hypothesis.
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Material and Methods: Material and methods should be presented in sufficient detail
to allow confirmation of the observations. Published methods should be referenced
and discussed only briefly, unless modifications have been made. Indicate the
statistical methods used, if applicable.

Results: Present your results in a logical sequence in the text, tables, and illustrations.
Do not repeat in the text all data in the tables and illustrations. The important
observations should be emphasised.

Discussion: Summarise the findings without repeating in detail the data given in the
Results section. Relate your observations to other relevant studies and point out the
implications of the findings and their limitations. Cite other relevant studies.

Main Text of Short Communications: Short communications are limited to two printed
pages including illustrations and references and need not follow the usual division into
material and methods, etc., but should have an abstract.

Acknowledgements: Acknowledge only persons who have made substantive
contributions to the study. Authors are responsible for obtaining written permission
from everyone acknowledged by name because readers may infer their endorsement

of the data and conclusions. Sources of financial support should be acknowledged.

5.3. References

References should quote the last name(s) of the author(s) and the year of publication
(Black & Miller 1988). Three or more authors should always be referred to as, for
example, (Fox et al. 1977).

A list of references should be given at the end of the paper and should follow the
recommendations in Units, symbols and abbreviations: a guide for biological and
medical editors and authors (1988), p. 52, London: The Royal Society of Medicine.

a) The arrangement of the references should be alphabetical by author's surname.

b) The order of the items in each reference should be:
(i) for journal references:
name(s) of author(s), year, title of paper, title of journal, volume number, first and last

page numbers.
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(i) for book references:
name(s) of author(s), year, title of book, edition, volume, chapter and/ or page
number, town of publication, publisher.

c) Author's names should be arranged thus: Daniels, J.A., Kelly, R.A. & Til, T.C.
Note the use of the ampersand and omission of comma before it. Author's names
when repeated in the next reference are always spelled out in full.

d) The year of publication should be surrounded by parentheses: (1966).

c) The title of the paper should be included, without quotation marks.

f) The journal title should be written in full, italicised, and followed by volume number
in bold type, and page numbers.

Examples:

Tonetti, M. S., Schmid, J., Himmerle,C. H. & Lang, N. P. (1993) Intraepithelial antigen-
presenting cells in the keratinized mucosa around teeth and osseointegrated implants.
Clinical Oral Implants Research 4: 177-186.

Poole, B., Ohkuma, S. & Warburton, M. (1978) Some aspects of the intracellular
breakdown of erogenous and endogenous proteins. In: Segal, H.S. & Doyle, D.J., eds.

Protein turnover and lysosome function, 1st edition, p. 43. New York: Academic Press.

We recommend the use of a tool such as Reference Manager for reference
management and formatting. Reference Manager reference styles can be searched for

here: www.refman.com/support/rmstyles.asp

5.4. Tables, Figures and Figure Legends

Tables: Tables should be numbered consecutively with Arabic numerals. Type each
table on a separate sheet, with titles making them self-explanatory. Due regard should

be given to the proportions of the printed page.

Figures: All figures should clarify the text and their number should be kept to a
minimum. Details must be large enough to retain their clarity after reduction in size.
Illustrations should preferably fill a single-column width (81 mm) after reduction,
although in exceptional cases 120mm (double-column) and 168 mm (full page) widths

will be accepted. Micrographs should be designed to be reproduced without reduction,
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and they should be dressed directly on the micrograph with a linear size scale, arrows,
and other designators as needed. Each figure should have a legend

Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low quality images are
adequate for review purposes, print publication requires high quality images to
prevent the final product being blurred or fuzzy. Submit EPS (lineart) or TIFF
(halftone/photographs) files only. MS PowerPoint and Word Graphics are unsuitable
for printed pictures. Do not use pixel-oriented programmes. Scans (TIFF only) should
have a resolution of 300 dpi (halftone) or 600 to 1200 dpi (line drawings) in relation to
the reproduction size (see below). EPS files should be saved with fonts embedded (and
with a TIFF preview if possible). For scanned images, the scanning resolution (at final
image size) should be as follows to ensure good reproduction: lineart: >600 dpi; half-
tones (including gel photographs): >300 dpi; figures containing both halftone and line
images: >600 dpi.

Further information can be obtained at Wiley-Blackwell’s guidelines for figures:
http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp

Check your electronic artwork before submitting it:

http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp

Permissions: If all or parts of previously published illustrations are used, permission
must be obtained from the copyright holder concerned. It is the author's responsibility

to obtain these in writing and provide copies to the Publishers.

6. AFTER ACCEPTANCE
Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be forwarded to the

Production Editor who is responsible for the production of the journal.

6.1 Proof Corrections

The corresponding author will receive an email alert containing a link to a web site. A
working email address must therefore be provided for the corresponding author. The
proof can be downloaded as a PDF (portable document format) file from this site.
Acrobat Reader will be required in order to read this file. This software can be
downloaded (free of charge) from the following Web site:
www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. This will enable the file to be

opened, read on screen, and printed out in order for any corrections to be added.
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Further instructions will be sent with the proof. Hard copy proofs will be posted if no e-
mail address is available; in your absence, please arrange for a colleague to access your
e-mail to retrieve the proofs. Proofs must be returned to the Production Editor within
three days of receipt.

Excessive changes made by the author in the proofs, excluding typesetting errors, will
be charged separately. Other than in exceptional circumstances, all illustrations are
retained by the publisher. Please note that the author is responsible for all statements
made in his work, including changes made by the copy editor.

Articles should not normally exceed 10 printed pages, including illustrations and
references. Additional pages will be charged to the author(s) at the rate of USD 160

per page.

6.2 Early View (Publication Prior to Print)

Clinical Oral Implants Research is covered by Wiley-Blackwell's Early View service. Early
View articles are complete full-text articles published online in advance of their
publication in a printed issue. Early View articles are complete and final. They have
been fully reviewed, revised and edited for publication, and the authors' final
corrections have been incorporated. Because they are in final form, no changes can be
made after online publication. The nature of Early View articles means that they do not
yet have volume, issue or page numbers, so Early View articles cannot be cited in the
traditional way. They are therefore given a Digital Object Identifier (DOI), which allows
the article to be cited and tracked before it is allocated to an issue. After print
publication, the DOI remains valid and can continue to be used to cite and access the

article.

6.3 Author Services

Online production tracking is available for your article through Wiley-Blackwell's
Author Services. Author Services enables authors to track their article - once it has
been accepted - through the production process to publication online and in print.
Authors can check the status of their articles online and choose to receive automated
e-mails at key stages of production. The author will receive an e-mail with a unique link
that enables them to register and have their article automatically added to the system.
Please ensure that a complete e-mail address is provided when submitting the
manuscript. Visit http://authorservices.wiley.com/bauthor/ for more details on online

production tracking and for a wealth of resources including.



