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Bantim YCV. Tratamento de superficie de implantes osseointegraveis pelo método
biomimético com diferentes compostos a base de calcio: estudo experimental
histomorfométrico, topografico e biomecanico [tese]. Aracatuba: Faculdade de

Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2023.
RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a interface osso/implante apds
tratamento de superficie de implantes pelo método biomimético com diferentes
compostos a base de calcio através de analises histologica, histométrica,
biomecéanica e topogréfica. Para tanto, 20 ratos machos adultos foram divididos em
dois grupos: grupo Fosfato de Calcio CaP Biomimético (FCB) para a tibia direita e
grupo Hidroxido de Calcio Ca(OH)2 Biomimético (HCB) destinado a tibia esquerda.
Vinte implantes tiveram suas superficies tratadas a base de CaP e vinte implantes
tratados com Ca(OH)2. A eutanasia foi realizada aos 40 dias. Os resultados
mostraram que houve diferenca estatistica significativa entre os grupos (p<0,05) na
analise biomecanica. Os resultados histomorfométricos apresentaram maior
atividade celular no grupo FCB em relacdo ao grupo HCB. Os dados sobre a area
0ssea neoformada (AON) demonstraram uma maior formacdo éssea no grupo FCB
em relacdo ao grupo HCB, entretanto sem diferenca estatistica significativa (p>0,05).
A analise topografica demonstrou que as superficies dos implantes de ambos os
grupos foram tornadas asperas e com rugosidades semelhantes, sendo a superficie
com maior rugosidade a dos implantes do grupo HCB. O tratamento das superficies
dos implantes com hidroxido de célcio mostrou-se mais eficaz na resposta de
estabilidade do implante, sendo superior ao fosfato de calcio. Ambos o0s grupos
apresentaram resultados satisfatorios na neoformacdo 6ssea e contato 0Sso-

implante.

Relevancia Clinica: modifica¢cdes topograficas e fisico-quimicas da superficie dos
implantes tém sido propostas para aumentar a porcentagem de contato 0SSO-

implante, melhorar a resposta biologica e favorecer o sucesso a longo prazo.

Palavras-chave: Biomimética. Implantes dentarios. Cirurgia bucal.



Bantim YCV. Surface treatment of osseointegrable implants by the biomimetic
method with different calcium-based compounds: histomorphometric, topographic
and biomechanical experimental study [thesis]. Aracatuba: Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2023.

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the bone/implant interface after surface
treatment of implants using the biomimetic method with different calcium-based
compounds through histological, histometric, biomechanical and topographic
analyses. For this purpose, twenty adult male rats were divided into two groups:
Biomimetic CaP Calcium Phosphate (FCB) group for the right tibia and Biomimetic
Ca(OH)2 Calcium Hydroxide (HCB) group for the left tibia. Twenty implants had their
surfaces treated with CaP and twenty implants treated with Ca(OH)2. Euthanasia
was performed within 40 days. The results showed that there was a statistically
significant difference between the groups (p<0.05) in the biomechanical analysis. The
histomorphometric results showed greater cellular activity in the FCB group
compared to the HCB group. Data on newly formed bone area (AON) showed
greater bone formation in the FCB group compared to the HCB group, however
without statistically significant difference (p>0.05). The topographic analysis showed
that the surfaces of the implants in both groups were roughened and with similar
roughness, with the surface with greater roughness being that of the implants in the
HCB group. The treatment of implant surfaces with calcium hydroxide proved to be
more effective in terms of implant stability, being superior to calcium phosphate. Both

groups showed satisfactory results in new bone formation and bone-implant contact.

Clinical Relevance: Topographic and physicochemical surface modifications of
implants have been proposed to increase the percentage of bone-implant contact,

improve biological response, and favor long-term success.

Keywords: Biomimetic. Dental implants. Buccal surgery.
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1 INTRODUCAO’

A substituicio de um elemento dentario por implantes osseointegrados
representa uma importante alternativa na reabilitacdo estética e funcional, visando
restabelecer a funcédo e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. O sucesso da
osseointegracdo depende do controle e reducdo dos micromovimentos dos
implantes imediatos apdés a instalagéo [1,2]. Os tratamentos com implantes dentarios
osseointegrados sdo considerados seguros, apresentam altas taxas de sucesso e

minima reabsorcao 6ssea a longo prazo [3].

A osseointegragdo é definida como o processo de conexao direta estrutural e
funcional entre o osso vivo e a superficie de um implante submetido a uma carga
oclusal [1,4]. Sendo assim, envolve uma técnica cirdrgica especifica, um material
biocompativel e um ambiente de reparo adequado [5]. Nesta triade, as superficies
dos implantes foram modificadas com a finalidade diminuir o tempo reparo para a
osseointegracao [6—10]. Os implantes, além do ajuste adequado ao 0sso, devem
promover a ativacdo de osteoblastos no tecido comprometido, estimulando a
osteogénese [11] e a formacgdo éssea por meio da diferenciacdo dos osteoblastos,
producéo de fatores osteogénicos, citocinas e fatores de crescimento [9].

Os estudos sobre a topografia e tratamento das superficies dos implantes
dentarios vem sendo desenvolvidos com o intuito de acelerar o processo de reparo
para a osseointegracdo [6-10]. Modificacdes topograficas e fisico-quimicas da
superficie dos implantes tém sido propostas para aumentar a porcentagem de
contato osso-implante, principalmente em éareas de tecido 6sseo de menor
densidade; favorecer as respostas bioldégicas em um periodo de reparo mais curto e;
consequentemente, favorecer 0 sucesso a longo prazo dos implantes

osseointegraveis [12,13].

Modificagdes na superficie do implante incorporaram o uso de hidroxiapatita,
compasitos, carbono, vidro, ceramicas assim como oxido de titanio. A superficie do
implante também pode ser modificada para melhorar sua performance podendo ser

usinadas, oxidadas [13], receber ataque &cido, ataque alcalino, anodizacdo ou

*Normalizado de acordo com a revista Clinical Oral Investigations - Anexo B
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tratamentos a laser [14-16]. A fim de conferir capacidade de ligacdo 6ssea estavel
ao Ti e suas ligas, e assim por diante foram desenvolvidas com base nas estratégias
gue melhoram a resposta celular e mineralizacdo, e recentemente, a resposta

inflamatoria [16].

Um dos métodos promissores para promover a osseointegracao de implantes
metalicos é o revestimento biomimético [17], que foi originalmente introduzido por
Kokubo e colaboradores em 1990. Com esse método de revestimento biomimético
original, os implantes metalicos podem ser revestidos com uma camada de apatita
ao ser imerso em um fluido corporal simulado (SBF) [18]. Esta abordagem tem sido
usada extensivamente para melhorar a osseointegracdo de implantes ao 0sso

hospedeiro conforme estudos [19,20].

O fosfato de calcio (CaP) é o principal componente inorganico dos tecidos
0sseos e, portanto, possui biocompatibilidade e propriedades de osseointegracéo
inerentes. Como tal, ele tem sido amplamente utilizado na clinica ortopédica e
odontoldgica. O novo surgimento de funcionalizacdo de superficie em implantes
metalicos com revestimentos de CaP mostra a promessa de uma combinacdo de
propriedades mecanicas de metais e varias biofuncbes [21]. Apresenta semelhanca
com a fase mineral de tecido 6sseo, dentes e tecidos calcificados. Possui excelente
biocompatibilidade, bioatividade, auséncia de toxicidade, taxas de degradacao

variaveis e osteocondutividade [22].

Um estudo envolvendo o fosfato de célcio biomimético, demonstrou que o
material tem a capacidade de estimular a diferenciacdo celular em osteoblastos, a
quimiotaxia celular e a deposicdo de nova matriz 6ssea [23]. Assim como outro
estudo também vem sendo realizado em implantes com a superficie revestida com
hidroxido de célcio Ca(OH)2 e tem se mostrado um método promissor para fornecer
ao substrato uma combinacdo mais desejavel de reducgdo significativa do

crescimento bacteriano e boa biocompatibilidade [24].

O hidroxido de célcio € um material de facil acesso e bastante conhecido na
odontologia, principalmente na endodontia, para capeamento ou apexificagao pulpar.
Apresenta propriedades antimicrobianas e por ser uma base forte com baixa
solubilidade em agua, forma uma suspensdo em meio aquoso liberando hidroxila e

ions de calcio ao longo do tempo [25]. Sua propriedade antimicrobiana é atribuida a
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liberacdo de ions hidroxila e fornece um ambiente altamente alcalino com um valor
de pH de aproximadamente 12,5. A maioria dos microrganismos nos canais

radiculares infectados ndo consegue sobreviver no ambiente alcalino [26].

O local de acéo dos ions hidroxila do hidroxido de calcio inclui as enzimas da
membrana citoplasméatica. Este medicamento tem um amplo escopo de acéo e,
portanto, € eficaz em uma ampla gama de microrganismos, independentemente de
sua capacidade metabdlica. No mundo microbiano, as membranas citoplasméaticas
sdo semelhantes, independentemente das caracteristicas morfolégicas, tintoriais e
respiratdrias dos microrganismos, o que significa que este medicamento tem um
efeito semelhante em bactérias aerébicas, anaerdbicas, Gram-positivas e Gram-
negativas [27].

Diversas técnicas vém sendo utilizadas para caracterizar a topografia do
recobrimento sobre a superficie de materiais ap6s o0 processo biomimético. Entre
elas, a microscopia eletrbnica de varredura (MEV) para observagdo das
caracteristicas morfolégicas produzidas pelos diversos tipos de tratamento da

superficie é o método utilizado em todos os estudos encontrados [28—31]

A forca de torque reverso para remocéao de implantes tem sido empregada em
trabalhos experimentais para avaliar a osseointegracao [32,33] mesmo que de forma
indireta, e tem se mostrado confiavel quando confrontada com a porcentagem de
tecido 6sseo em contato com o implante [34]. Esta andlise foi introduzida com o
objetivo de mensurar a forca necessaria para romper a interface formada entre 0sso

e implante [1].

Embora o efeito da topografia da superficie nas respostas celulares tenha
sido extensivamente investigado, a influéncia da combinacdo da modificacdo
quimica da superficie e da topografia projetada nas respostas celulares ainda
permanece inexplorada. Novas pesquisas sdo necessarias para demonstrar as
influéncias relativas a topografia do implante, procedimento cirdrgico e
caracteristicas de deposicdo (espessura, estrutura, topografia, porosidade,

molhabilidade) em efeitos clinicos em longo prazo [35].
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2 PROPOSICAO

O presente trabalho teve o0 objetivo avaliar a interface osso/implante apos
tratamento de superficie de implantes pelo método biomimético com diferentes
compostos a base de calcio através de analises histomorfométrica, topografica e

biomecanica.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Desenho Experimental

3.1.1 Preparo do espécime

Este estudo foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais | CEUA
do Campus Aracatuba da Universidade Estadual Paulista (UNESP) sob o processo
FOA n° 0306/2021, seguindo as recomendacbes da Arrive Guidelines. Foram
utilizados 20 ratos machos adultos (Rattus norvegicus albinus, Wistar), de trés
meses de idade, pesando aproximadamente 350g. Os animais foram mantidos em
gaiolas coletivas (quatro animais/caixa), com temperatura em 22 + 2°C, ciclo de luz
controlado (12/12 h) com racdo e agua ad libitum no Biotério da Faculdade de

Odontologia do Campus de Aracatuba— UNESP.

Os 20 ratos foram divididos aleatoriamente em 2 grupos distintos para 0s
experimentos: grupo (1) Fosfato de Calcio Biomimético (FCB) destinados a tibia
direita dos animais e grupo (2) Hidroxido de Calcio Biomimético (HCB) destinados a
tibia esquerda. Para tanto, foram utilizados 40 implantes (n=40) Ticp de 1,6 x 3,0
mm com tratamento de superficie por duplo ataque acido (Implalife® Industria de
Produtos Médico-Odontoldgicos, Jales, Sdo Paulo, Brasil), dos quais 20 tiveram
suas superficies revestidas a base de CaP (grupo FCB) e 20 superficies revestidas
com Ca(OH)2 (grupo HCB). A eutanasia de todos os animais foi realizada no tempo
de 40 dias para remocao de suas tibias e inicio de processamento, até a realizacédo
das analises histomorfométrica, topogréafica e biomecanica.

3.1.2 Protocolo de preparo da superficie de teste / grupo FCB

Os implantes do grupo Fosfato de Calcio Biomimético (FCB) foram
submetidos ao preparo do biomimético de modificacdo de superficie. Desta forma,
20 implantes de titanio Ticp foram preparados por meio de 2 etapas: o preparo da

solucéo de fluido corpéreo (SFC), seguido do preparo da superficie de implantes.
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3.1.2.1 Etapa 1: Preparo do SFC:

A partir da modificagdo da solucédo original de Aparecida et. al [36], proposta
inicialmente por Kokubo [20], foram adicionados 500 ml de 4gua deionizada em um
béquer e, sob agitacdo, foram acrescentados 0s seguintes compostos,
respectivamente e aguardando sempre cada solubilizacdo: [1] NaCl — 8,003g; [2]
NaHCOs — 0,335g; [3] KCI — 0,224q; [4] K2HPO4 — 0,174g; [5] Na2SO4 — 0,071g; [6]
HCI — 40 ml (1 Mol); [7] CaC2 2H20 - 0,368g; [8] MgCIl.H20 — 0,305g e [9] Naz
(CH20H)s — 6,0579.

Apbs o preparo da solucao, o pH foi verificado com pHmetro, buscando-se um
valor ideal entre 7,4 e 7,5 para o uso. Posteriormente, foi adicionada agua até atingir

1000 ml e a solucéo foi armazenada em geladeira convencional para uso posterior.

3.1.2.2 Etapa 2: Preparo da Superficie dos implantes:

Esta fase foi seguida pela deposicao de CaP por meio do método biomimético
de modificacdo de superficie, o qual foi realizado em dois ciclos. Inicialmente, os
implantes foram imersos em 50 mL de solucdo de perdxido de hidrogénio (H202) 10
volumes e condicionados em uma estufa, onde permaneceram por um periodo de 24

horas a 60°C para ativacéo da superficie.

ApoOs ativacdo, os implantes foram mantidos em estufa por um periodo de
aproximadamente 7 horas a 60°C para secagem da superficie. Em momento
posterior o tratamento dos implantes foi realizado com imersdao em 100ml de uma
solugdo em proporcao de 2g de CaP para cada 10 ml de SFC. O procedimento foi
conduzido em agitador magnético em cada troca. Essa imersao foi realizada por um
periodo de 4 dias em estufa a 37°C, com trocas diarias da solu¢cdo para manter o
equilibrio i6nico. Em seguida, os implantes foram submetidos a banhos de: 1-
Peroxido de hidrogénio (H202) 10 volumes por 4 horas, com trocas a cada hora; 2-
Solucdo salina fisioldgica 0,9% por 10 minutos e 3- banho rapido com alcool

absoluto.

Os implantes foram levados a estufa por 3 horas a 60°C para sua completa
secagem, embalados em grau cirdrgico e reencaminhados a Implalife® para serem

submetidos ao processo de esterilizacdo por raios gama. Parte dos implantes foi
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reservada para realizacdo das analises de Microscopia Eletronica de Varredura

(MEV) e Energia Dispersiva de Raios X (EDS).

Fig. 1 (A) Preparo da superficie de teste grupo FCB; 100ml de SFC com 20g de CaP; (B)
aspecto dos implantes do grupo FCB

3.1.3 Protocolo de preparo da superficie de teste / grupo HCB

Os 20 implantes destinados ao grupo Hidréxido de Célcio Biomimético (HCB)
foram preparados pelo método biomimético supracitado, substituindo apenas o CaP

pelo Ca(OH)2.

. 5 = .
Fig. 2 (A) Preparo da superficie de teste grupo HCB; 100ml de S
(B) aspecto dos implantes do grupo HCB
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3.2 Procedimento cirurgico

Os animais foram submetidos a jejum de 8 horas antes da cirurgia e foram
anestesiados com 50mg/kg de Ketamina intramuscular (Vetaset — Fort Dodge Saude
Animal Ltda, Campinas, Sao Paulo, Brasil) e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina
(Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda — Osasco, Sdo Paulo, Brasil) e
cloridrato de mepivacaina (0.3 mL/Kg, Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000,
Septodont, Franca) como anestesia local e para hemostasia do campo operatério.
ApOs a sedacgdo dos animais foi realizada tricotomia na por¢do medial de ambas as
tibias. A antissepsia da regido foi realizada com Polivinil Pirrolidona lodo
Degermante (PVPI 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto,
SP, Brasil). Com uma lamina numero 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japé&o), foi
realizada uma incisdo de aproximadamente 2 cm de comprimento em cada regiao
de metafise tibial externa e a seguir, o tecido mole foi divulsionado em espessura

total e afastado com o auxilio de descoladores de peridsteo.

Foram instalados 40 implantes de titdnio que apresentavam o modulo de
rebordo quadrado. Para tanto, a fresagem foi realizada com fresa de 1,4 mm de
diametro montada em motor elétrico (BLM 600®; Driller, Sdo Paulo, SP, Brasil) a
uma velocidade de 1000 rpm, sob irrigacdo com solucdo isotbnica de cloreto de
sédio a 0,9% (Fisiol6gico®, Laboratérios Biosintética Ltda®, Ribeirdo Preto, SP,
Brasil), e contra-angulo com reducao 16:1 (Peca angular 3624N 1:4, Cabeca 67RIC
1:4, KaVo®, Kaltenbach & Voigt GmbH & Co., Biberach, Germany) e profundidade
de 3,0 mm. Cada animal recebeu dois (02) implantes, com travamento e estabilidade
inicial. Os implantes foram colocados manualmente com uma chave digital quadrada
e foram instalados na tibia direita (grupo FCB) e esquerda (grupo HCB) de cada
animal. Finalizada a instalagéo dos implantes, os tecidos foram suturados em planos
empregando-se fio monofilamentar (Nylon 5.0, Ethicon, Johnson, Sdo José dos
Campos, Brasil) com pontos interrompidos por planos. No pés-operatério imediato,
cada animal recebeu dose Unica intramuscular de 0,2 ml de Penicilina G-benzatina
(Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge Saude Animal Ltda.,
Campinas, SP) e dipirona sédica (1 mg / kg / 1 dia; Ariston, IndUstrias Quimicas e
Farmacéuticas Ltda, Sdo Paulo, Brasil). Apés 40 dias, a eutanasia dos animais foi
realizada por meio de superdosagem anestésica 150mg/kg (Thiopental - Cristalia,

Itapira, S&o Paulo, Brasil).
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Fig. 3 Procedimento cirdrgico: (A) incisdo com lamina n°15 (B) regido de metafise tibial
externa; (C) tecido mole foi divulsionado em espessura total e afastado com o auxilio de
descoladores de periésteo; (D) fresagem (E) preparo para instalacdo do implante | diametro
de 1,6 mm e altura de 3,0 mm; (F) instalacdo do implante tratado com fosfato de célcio,
grupo FCB, tibia direita; (G) instalacao do implante tratado com hidréxido de calcio, grupo
HCB, tibia esquerda; (H) tecidos suturados em posi¢cao
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3.3 Analise Biomecanica

3.3.1 Torque Reverso

No momento da eutandsia, no periodo de 40 dias, quatorze implantes foram
expostos para a realizacdo do torque reverso. As metafises das tibias foram
reabertas para exposi¢cao dos implantes e o torque reverso foi aplicado por meio do
torquimetro digital. Foi realizado um movimento anti-horario aumentando-se o torque
reverso até a rotacdo do implante no interior do tecido désseo, rompendo-se
completamente a interface osso/implante, momento em que o torquimetro registrou
0 pico maximo de torque para esse rompimento, registrado os valores em Newton
por centimetro (N.cm). Os valores obtidos foram agrupados e submetidos a andlise
estatistica mais adequada de acordo com a distribuicdo na curva de normalidade,
adotando nivel de significancia a 5% [37,38].

3.4 Analise Histomorfométrica

Treze tibias de cada grupo experimental (FCB e HCB) foram removidas e
fixadas em solucéo de formaldeido 10% durante 48 horas, lavadas em agua corrente
por 24 horas, descalcificadas em EDTA 20% por 6 semanas, desidratadas em
sequéncia de alcoois e diafanizadas. As pecas obtidas foram incluidas em parafina
separadamente e receberam cortes de 6 uym de espessura para a montagem em
laminas histoldgicas. As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E |
Merck & Co., Inc.). Em seguida, a célula osteoblastica, o osso trabecular, a lacuna
0ssea e 0 reparo dos vasos sanguineos do osso recém-formado foram analisados
ao microscopio optico (Jenamed 2 Histology, Carl Zeiss, Alemanha) e as imagens
capturadas por meio de uma camera fotografica (sistema AxioCam ICcl, Carl Zeiss
Microimaging) acoplada ao microscopio e ao computador. A captura das imagens foi
feita através do aplicativo Axio Vision Release 4.8.2 SP1 (12-2011), Carl Zeiss,
Alemanha. As analises histomorfométricas foram realizadas por meio do software de
analise de imagens ImageJ (ImageJ 1.52a, National Insitute of Health, EUA). A
extensao linear de contato osso-implante (ELCOI) foi mensurada a partir da segunda
espira registrada no tecido da margem 6ssea em pm (micrdmetro). Também foi

analisada a area 0ssea neoformada (AON). Os valores obtidos foram registrados em
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tabela, comparados para cada grupo entre si e para os diferentes grupos em cada
periodo de avaliacdo. Os dados obtidos em cada tipo de comparacdo foram

submetidos a analise estatistica.

3.5 Andlise Topogréfica

3.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Energia Dispersiva de Raios x
(EDS)

No periodo pré-operatorio, os implantes de cada grupo foram analisados
quanto a topografia da superficie através da Microscopia Eletrdnica de Varredura
(MEV modelo EVO LS15, Zeiss, Alemanha), com sistema de Espectroscopia de
Raios-x por Dispersdo em Energia (EDX ou EDS) acoplado, para andlise da
composi¢do quimica e mapeamento elementar das superficies. Essa técnica
investiga a amostra através de interagdes entre as particulas e a matéria, e analisa
0s raios-x emitidos em resposta a incidéncia de particulas carregadas. Sua
capacidade de caracterizacao é devida, em grande parte, ao principio fundamental
de que cada elemento tem uma estrutura atbmica Unica, de modo que 0s raios-X

emitidos séo caracteristicos desta estrutura, que identificam o elemento [28].

3.6 Analise Estatistica

Para a andlise estatistica, os dados obtidos foram submetidos a um teste de
normalidade e homoscedasticidade (teste Shapiro-Wilk, p>0,05) o qual foi utilizado
para avaliar a distribuicAo das amostras, que foram paramétricas. Apdés a
confirmacédo da distribuicdo normal destas, o teste Anova 2 Fatores seguido pelo
teste de Tukey para comparagdes multiplas, quando necessario. Os testes foram
realizados por meio do programa Sigma Plot versdo 12.0. Para todos os dados, um

nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi considerado significativo.
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4 RESULTADO

Os atos cirurgicos foram bem tolerados pelos animais, ndo havendo
intercorréncias. A recuperacdo ocorreu sem sinais de infeccdo. Apds a eutanasia,
nenhum sinal de reacfes adversas nos tecidos foi visualizado. Todos os implantes

estavam in situ quando houve a eutandsia e todos o0s espécimes estavam
disponiveis para a andlise.

4.1 Analise biomecanica

Para a analise biomecénica foram considerados os valores absolutos de
torque reverso, em N.cm, nos grupos FCB e HCB (n=7), no periodo de 40 dias.
Esses valores estdo demonstrados na tabela 1, destacando as médias e desvios

padrdo. A figura 4 apresenta os valores médios e desvio padrdo dos torques
reversos aplicados nos grupos FCB e HCB.

Tabela 1 Grupos FCB e HCB no periodo de 40 dias, torque (N.cm), média e desvio padréo

Periodo — 40 DIAS

GRUPO FCB HCB
11 18
10 14
TORQUE 8 12
(N.cm) 6 9
6 7
5 7
4 6
MEDIA 7,14 10,43
DESV PAD 2,42 4,10
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AVALIACAO DO TORQUE REVERSO

12,00

10,43

10,00

8,00 7,14
6,00
4,00
2,42
2,00 //
MEDIA DESV PAD

# FCB mHCB

Fig. 4 Grupos FCB e HCB no periodo de 40 dias. Torque (N.cm), média e desvio padrao

4.2 Analise histomorfométrica

Os resultados histolégicos no periodo de 40 dias, demonstram processo de
remodelacdo, revelando tecido ésseo neoformado, corticalizado com osso lamelar
em contato com a superficie dos implantes e presenca de ostedcitos em ambos o0s
grupos. O grupo HCB revela discreta formacdo de osso imaturo, fato mais evidente

guando comparado ao grupo FCB.
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Fig. 5 Prancha com as imagens histologicas apresentando aspecto dos grupos FCB (A) e
HCB (B) no periodo de 40 dias. Presenca de tecido 6sseo remodelado, corticalizado e com
0sso lamelar em contato com as superficies dos implantes. HE | aumento de 20X



Fig 6 Prancha com as imagens histologicas apresentando aspecto dos grupos FCB (A) e
HCB (B) no periodo de 40 dias. HE | aumento de 40X
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4.3 Andlise topografica
4.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) associada ao EDS

O resultado das analises por MEV das superficies demonstrou diferencas
topogréficas entre elas (figura 7 e 8), sendo a superficie com maior rugosidade a dos
implantes tratados com Hidréxido de Célcio (grupo HCB) apresentado na figura 8,

essa propriedade favoreceu a ancoragem 0ssea.

Ambas as superficies foram tornadas asperas e com rugosidades
semelhantes na faixa micrométrica, mas diferentes em morfologias no nivel
nanometrico e correspondem aos critérios das topologias de superficie previamente
descritos para promover a osseointegracdo. A andlise por EDS né&o revelou
nenhuma contaminacdo das superficies dos implantes analisados e mostrou picos

de Titanio (Ti) Célcio (Ca) e Oxigénio (O) em ambos 0s grupos.

2pm £
[ 9 i M

Fig. 7 MEV grupo FCB, implantes tratados com CaP: (A) aumento 2000x; (B) aumento
5000x; (C) aumento 10000x; (D) EDS
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Tabela 2 Composigéo quimica da superficie dos implantes do Grupo FCB

Elemento Peso %
(0] 42.85
Na 1.51
P 13.50
cl 1.44
Ca 15.45
Ti 25.25
Total 100.00

Fig. 8 MEV grupo HCB, implantes tratados ¢
5000x; (C) aumento 10000x; (D) EDS
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Tabela 3 Composicdo quimica da superficie dos implantes do Grupo HCB

Elemento Peso %
(0] 41.86
Na 1.81
Cl 0.82
Ca 3.45
Ti 52.06
Total 100.00

4.4 Andlise estatistica

O estudo da biomecanica demonstrou valores médios e desvio padrdo dos
torques reversos aplicados nos grupos FCB e HCB presentes na figura 4. Esses
resultados permitem observar que no periodo de 40 dias o grupo HCB apresentou
valor superior em relacdo ao grupo FCB. A andlise estatistica dos dados demonstra
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p<0,001), o grupo

HCB apresentou maior estabilidade e resisténcia biomecanica.

A analise dos dados demonstrou que ndo houve diferenca estatistica
significante entre os valores obtidos a partir das mensuracdes da ELCOI (P= 0,394)
na comparacao entre ambos 0s grupos no periodo de 40 dias. Os dados sobre a
AON demonstraram uma maior formacdo 6ssea nos grupos FCB, entretanto, ndo
houve diferenca estatistica significativa (P=0,073) quando comparado ao grupo
HCB.
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EXTENSAO LINEAR DE CONTATO OSSO-IMPLANTE | ELCOI

0 I

Fig. 9 Gréfico das médias obtidas a partir da mensuragdo da Extensédo Linear de Contato
Osso-implante (ELCOI) em um no periodo de 40 dias
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Fig. 10 Grafico das médias obtidas a partir da mensuracdo de Area Ossea Neoformada
(AON) em pum no periodo de 40 dias
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5 DISCUSSAO

A literatura sugere que a combinacdo de uma boa rugosidade da superficie e
as propriedades mecanicas do titanio podem levar para o sucesso do implante
dentario [13]. As mudancas na topografia da superficie alteram o crescimento, o
metabolismo e a migragdo, bem como a producdo de citocinas e fatores de
crescimento das células osteogénicas [39]. Nossos resultados por meio da analise
histomorfométrica, demonstraram que as propriedades fisico-quimicas e
morfologicas da superficie do implante tiveram uma funcao direta na osteogénese,
favorecendo os estagios do processo de reparo na interface formada entre 0 0sso e
o implante. Os valores registrados pela ELCOI (P=0,394) e AON (P=0,073)
demonstraram uma maior formacdo O6ssea no grupo FCB, porém sem diferenca

estatistica significativa entre os grupos experimentais.

O tratamento das perdas dentarias por implantes incentivou a investigacao
sobre as caracteristicas topograficas [40,41]. Superficies de titanio topograficamente
modificadas, como implantes com jato de areia, granulacdo grande e ataque &cido,
ja estdo implementadas clinicamente, apresentando desempenhos bem-sucedidos
[42]. Atualmente, o uso de SBF em estudos de imersdo € considerado como uma

abordagem padrédo para avaliar a bioatividade de materiais [20,43,44].

Revestimentos biomiméticos de fosfato de calcio e hidroxiapatita em
implantes dentarios foram investigados para melhorar a osseointegracao e alcancar
beneficios terapéuticos [45-47]. Os CaPs tém a capacidade de osteoconducéo,
permitindo que os osteoblastos se fixem, proliferem e se diferenciem [48]. Em vérias
ocasifes, os CaPs também tém efeitos osteoindutores [49]. Isso justifica o valor
superior de 0sso neoformado no grupo FCB quando comparado ao grupo HCB,

conforme demonstrou nossos resultados.

Um estudo realizado anteriormente, constatou que o0 revestimento
biomimético com fosfato de calcio levou a um aumento significativo da resisténcia
biomecénica e resisténcia as for¢as de cisalhamento [50]. Os fosfatos de calcio sdo
liberados da superficie do implante apdés a sua instalacdo, que satura o fluido
corporal e uma camada de apatita biologica é precipitada na superficie do implante.
Esta camada promove a ligacdo celular osteogénica, crescimento e reparo 0Sseo
[35].
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Fosfatos de calcio (CaPs) como a hidroxiapatita, beta-fosfato tricalcico e
misturas tém sido considerados materiais de jateamento atrativos, sendo
reabsorviveis, biocompativeis, osteocondutores e bioativos [48,51]. Entretanto, as
propriedades fisico-quimicas do CaP e seu processo de degradacdo, a quantidade
de osso neoformado e respectiva estabilidade a longo prazo da interface biomaterial-

0Sso estdo em investigacdo com resultados controversos [15].

Estudos compararam a reparacao 0ssea de implantes metélicos de diversos
formatos e com superficie modificada quimicamente. Através da microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), demonstrou-se que os implantes com superficie
porosa e irregular sdo mais efetivos para a fixacdo ao osso [29-31], fato este que
corrobora com nossos resultados. A analise da topografia dos implantes do grupo
HCB revelou maior rugosidade, o que favoreceu a ancoragem ao 0sso. A analise
estatistica dos dados demonstra que houve diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos (p<0,001) e o grupo HCB apresentou maior estabilidade e
resisténcia biomecénica quando comparado ao grupo FCB.

Um trabalho realizado utilizando a imersdo sequencial de espécimes de
zirconia, respectivamente, em NaOH, Ca(OH)2 e Na3PO4 mostrou produzir um
revestimento de superficie ideal para a osseointegracéo [52]. A literatura evidenciou
com sucesso que eletroquimicamente revestimentos de Ca(OH)2 depositados com
prata incorporada e ions de cobre sdo uma superficie antibacteriana mais
promissora na funcionaliza¢do do titanio [24,53]. Assim como, varios estudos em
animais que avaliaram os efeitos Ca(OH)2 no reparo ésseo em varios tipos de

defeitos produziram resultados diferentes [54-58].

Em um modelo de regeneracdo 0ssea guiada usando calvaria de minipig, o
Ca(OH)2 nao exerceu propriedades osteoindutoras e prejudicou o reparo 0sseo
quando usado em conjunto com a regeneracdo 6ssea guiada [59]. Além disso, a
osseointegracdo de implantes enddsseos ndo foi melhorada quando estes foram
inseridos em conjunto com Ca(OH)2 [57]. Em outro estudo, a aplicacdo de Ca(OH)2
durante a fase de osteotomia da distracdo osteogénica melhorou a formacdo de
0osso novo [55], enquanto em defeitos periodontais intradsseos criados
experimentalmente, a aplicagcdo de Ca(OH)2 em conjunto com a cirurgia de retalho

de acesso promoveu a regeneracdo periodontal [56].
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A utilizacdo do Ca(OH)2 mostrou que o material promove a fixacéo,
proliferacdo e mineralizacdo de osteoblastos de maneira dependente da
concentragdo [60]. Assim como, foi claramente demonstrado em artigos cientificos
que o revestimento de CaP acelera a formacdo Ossea ao redor do implante e
promove a consolidacdo e aposicdo 6ssea, levando a rapida fixacédo biologica dos
implantes [35,61].

Os grupos experimentais apresentaram resultados satisfatorios no tratamento
das superficies dos implantes utilizando fosfato de célcio e hidroxido de célcio.
Entretanto, outras investigacdes necessitam ser realizadas para demonstrar como o

Hidroxido de Calcio auxilia na osseointegracdo e estabilidade do implante.
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6 CONCLUSAO

O tratamento das superficies dos implantes com hidroxido de calcio mostrou-
se mais eficaz na resposta de estabilidade do implante, sendo superior ao fosfato de
calcio. Ambos o0s grupos apresentaram resultados satisfatorios na neoformacéo

0ssea e contato osso-implante.
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sufficient quality to be understood. If you
need help with writing in English you should
consider:

Asking a colleague who is a native English
speaker to review your manuscript for clarity.
Visiting the English language tutorial which
covers the common mistakes when writing in
English.

Using a professional language editing service
where editors will improve the English to
ensure that your meaning is clear and identify
problems that require your review. Two such
services are provided by our affiliates Nature
Research Editing Service and American Journal
Experts. Springer authors are entitled to a 10%
discount on their first submission to either of
these services, simply follow the links below.
English language tutorial

Nature Research Editing Service

American Journal Experts

Please note that the use of a language editing
service is not a requirement for publication in
this journal and does not imply or guarantee
that the article will be selected for peer review
or accepted.

If your manuscript is accepted it will be
checked by our copyeditors for spelling and
formal style before publication.
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Ethical Responsibilities of Authors
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This journal is committed to upholding the
integrity of the scientific record. As a member
of the Committee on Publication Ethics (COPE)
the journal will follow the COPE guidelines on
how to deal with potential acts of misconduct.
Authors should refrain from misrepresenting
research results which could damage the trust
in the journal, the professionalism of scientific
authorship, and ultimately the entire scientific
endeavour. Maintaining integrity of the
research and its presentation is helped by
following the rules of good scientific practice,
which include*:

The manuscript should not be submitted to
more than one journal for simultaneous
consideration.

The submitted work should be original and
should not have been published elsewhere in
any form or language (partially or in full),
unless the new work concerns an expansion of
previous work. (Please provide transparency
on the re-use of material to avoid the
concerns about text-recycling (‘self-
plagiarism’).

A single study should not be split up into
several parts to increase the quantity of
submissions and submitted to various journals
or to one journal over time (i.e. 'salami-
slicing/publishing’).

Concurrent or secondary publication is
sometimes justifiable, provided certain
conditions are met. Examples include:
translations or a manuscript that is intended
for a different group of readers.

Results should be presented clearly, honestly,
and without fabrication, falsification or
inappropriate data manipulation (including
image based manipulation). Authors should
adhere to discipline-specific rules for
acquiring, selecting and processing data.

No data, text, or theories by others are
presented as if they were the author's own
(‘plagiarism’). Proper acknowledgements to
other works must be given (this includes
material that is closely copied (near verbatim),
summarized and/or paraphrased), quotation
marks (to indicate words taken from another
source) are used for verbatim copying of
material, and permissions secured for material
that is copyrighted.

Important note: the journal
software to screen for plagiarism.
Authors should make sure they have
permissions for the use of software,
questionnaires/(web) surveys and scales in
their studies (if appropriate).

Authors should avoid untrue statements about
an entity (who can be an individual person or
a company) or descriptions of their behavior
or actions that could potentially be seen as
personal attacks or allegations about that
person.

Research that may be misapplied to pose a
threat to public health or national security
should be clearly identified in the manuscript
(e.g. dual use of research). Examples include
creation of harmful consequences of
biological agents or toxins, disruption of
immunity of vaccines, unusual hazards in the
use of chemicals, weaponization of
research/technology (amongst others).
Authors are strongly advised to ensure the
author group, the Corresponding Author, and

may use

the order of authors are all correct at
submission. Adding and/or deleting authors
during the revision stages is generally not
permitted, but in some cases may be
warranted. Reasons for changes in authorship
should be explained in detail. Please note that
changes to authorship cannot be made after
acceptance of a manuscript.

*All of the above are guidelines and authors
need to make sure to respect third parties
rights such as copyright and/or moral rights.
Upon request authors should be prepared to
send relevant documentation or data in order
to verify the validity of the results presented.
This could be in the form of raw data, samples,
records, etc. Sensitive information in the form
of confidential or proprietary data is excluded.
If there is suspicion of misbehavior or alleged
fraud the Journal and/or Publisher will carry
out an investigation following COPE
guidelines. If, after investigation, there are
valid concerns, the author(s) concerned will be
contacted under their given e-mail address
and given an opportunity to address the issue.
Depending on the situation, this may result in
the Journal's and/or Publisher’s
implementation of the following measures,
including, but not limited to:

If the manuscript is still under consideration, it
may be rejected and returned to the author.

If the article has already been published
online, depending on the nature and severity
of the infraction:

an erratum/correction may be placed with the
article

an expression of concern may be placed with
the article

or in severe cases retraction of the article may
occur.

The reason will be given in the published
erratum/correction, expression of concern or
retraction note. Please note that retraction
means that the article is maintained on the
platform, watermarked “retracted” and the
explanation for the retraction is provided in a
note linked to the watermarked article.

The author's institution may be informed

A notice of suspected transgression of ethical
standards in the peer review system may be
included as part of the author's and article’s
bibliographic record.

Fundamental errors

Authors have an obligation to correct mistakes
once they discover a significant error or
inaccuracy in their published article. The
author(s) is/are requested to contact the
journal and explain in what sense the error is
impacting the article. A decision on how to
correct the literature will depend on the
nature of the error. This may be a correction
or retraction. The retraction note should
provide transparency which parts of the article
are impacted by the error.

Suggesting / excluding reviewers

Authors are welcome to suggest suitable
reviewers and/or request the exclusion of
certain individuals when they submit their
manuscripts. When suggesting reviewers,
authors should make sure they are totally
independent and not connected to the work
in any way. It is strongly recommended to
suggest a mix of reviewers from different
countries and different institutions. When
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suggesting reviewers, the Corresponding
Author must provide an institutional email
address for each suggested reviewer, or, if this
is not possible to include other means of
verifying the identity such as a link to a
personal homepage, a link to the publication
record or a researcher or author ID in the
submission letter. Please note that the Journal
may not use the suggestions, but suggestions
are appreciated and may help facilitate the
peer review process.
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Authorship principles

These  guidelines  describe  authorship
principles and good authorship practices to
which prospective authors should adhere to.
Authorship clarified

The Journal and Publisher assume all authors
agreed with the content and that all gave
explicit consent to submit and that they
obtained consent from the responsible
authorities at the institute/organization where
the work has been carried out, before the
work is submitted.

The Publisher does not prescribe the kinds of
contributions that warrant authorship. It is
recommended that authors adhere to the
guidelines for authorship that are applicable in
their specific research field. In absence of
specific guidelines it is recommended to
adhere to the following guidelines*:

All authors whose names appear on the
submission

made substantial contributions to the
conception or design of the work; or the
acquisition, analysis, or interpretation of data;
or the creation of new software used in the
work;

drafted the work or revised it critically for
important intellectual content;

approved the version to be published; and
agree to be accountable for all aspects of the
work in ensuring that questions related to the
accuracy or integrity of any part of the work
are appropriately investigated and resolved.
Based on/adapted from:

ICMJE, Defining the Role of Authors and
Contributors,

Transparency in_authors’ contributions and
responsibilities to promote integrity in

scientific _publication, McNutt at all, PNAS
February 27, 2018

Disclosures and declarations

All authors are requested to include

information regarding sources of funding,
financial or non-financial interests, study-
specific approval by the appropriate ethics
committee for research involving humans
and/or animals, informed consent if the
research involved human participants, and a
statement on welfare of animals if the
research involved animals (as appropriate).
The decision whether such information should
be included is not only dependent on the
scope of the journal, but also the scope of the
article. Work submitted for publication may
have implications for public health or general
welfare and in those cases it is the
responsibility of all authors to include the
appropriate disclosures and declarations.
Data transparency
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All authors are requested to make sure that all
data and materials as well as software
application or custom code support their
published claims and comply with field
standards. Please note that journals may have
individual policies on (sharing) research data
in concordance with disciplinary norms and
expectations. Please check the Instructions for
Authors of the Journal that you are submitting
to for specific instructions.

Role of the Corresponding Author

One authoris assigned as Corresponding
Author and acts on behalf of all co-authors
and ensures that questions related to the
accuracy or integrity of any part of the work
are appropriately addressed.

The Corresponding Author is responsible for
the following requirements:

ensuring that all listed authors have approved
the manuscript before submission, including
the names and order of authors;

managing all communication between the
Journal and all co-authors, before and after
publication;*

providing transparency on re-use of material
and mention any unpublished material (for
example manuscripts in press) included in the
manuscript in a cover letter to the Editor;
making sure disclosures, declarations and
transparency on data statements from all
authors are included in the manuscript as
appropriate (see above).

The  requirement of managing all
communication between the journal and all
co-authors during submission and proofing
may be delegated to a Contact or Submitting
Author. In this case please make sure the
Corresponding Author is clearly indicated in
the manuscript.

Author contributions

Please check the Instructions for Authors of
the Journal that you are submitting to for
specific instructions regarding contribution
statements.

In absence of specific instructions and in
research fields where it is possible to describe
discrete efforts, the Publisher recommends
authors to include contribution statements in
the work that specifies the contribution of
every author in order to promote
transparency. These contributions should be
listed at the separate title page.

Examples of such statement(s) are shown
below:

Free text:

All authors contributed to the study
conception and design. Material preparation,
data collection and analysis were performed
by [full name], [full name] and [full name]. The
first draft of the manuscript was written by
[full name] and all authors commented on
previous versions of the manuscript. All

authors read and approved the final
manuscript.

Example: CRediT taxonomy:

Conceptualization: [full name],
Methodology: [full name], ..., Formal analysis
and investigation: [full name], ..; Writing -

original draft preparation: [full name, ..];
Writing - review and editing: [full name], ...;
Funding acquisition: [full name], ...; Resources:
[full name], ...; Supervision: [full name],....

For review articles where discrete statements
are less applicable a statement should be
included who had the idea for the article, who
performed the literature search and data
analysis, and who drafted and/or critically
revised the work.

For articles that are based primarily on
the student’s dissertation or thesis, it is
recommended that the student is usually
listed as principal author:

A Graduate Student's Guide to Determining
Authorship Credit and Authorship Order, APA
Science Student Council 2006

Affiliation

The primary affiliation for each author should
be the institution where the majority of their
work was done. If an author has subsequently
moved, the current address may additionally
be stated. Addresses will not be updated or
changed after publication of the article.
Changes to authorship

Authors are strongly advised to ensure the
correct author group, the Corresponding
Author, and the order of authors at
submission. Changes of authorship by adding
or deleting authors, and/or changes in
Corresponding Author, and/or changes in the
sequence of authors are not accepted after
acceptance of a manuscript.

Please note that author names will be
published exactly as they appear on the
accepted submission!

Please make sure that the names of all authors
are present and correctly spelled, and that
addresses and affiliations are current.

Adding and/or deleting authors at revision
stage are generally not permitted, but in some
cases it may be warranted. Reasons for these
changes in authorship should be explained.
Approval of the change during revision is at
the discretion of the Editor-in-Chief. Please
note that journals may have individual policies
on adding and/or deleting authors during
revision stage.

Author identification

Authors are recommended to use their ORCID
ID  when submitting an article for
consideration or acquire an ORCID ID via the
submission process.

Deceased or incapacitated authors

For cases in which a co-author dies or is
incapacitated during the writing, submission,
or peer-review process, and the co-authors
feel it is appropriate to include the author, co-
authors should obtain approval from a (legal)
representative which could be a direct relative.
Authorship issues or disputes

In the case of an authorship dispute during
peer review or after acceptance and
publication, the Journal will not be in a
position to investigate or adjudicate. Authors
will be asked to resolve the dispute
themselves. If they are unable the Journal
reserves the right to withdraw a manuscript
from the editorial process or in case of a
published paper raise the issue with the
authors’ institution(s) and abide by its
guidelines.

Confidentiality

Authors should treat all communication with
the Journal as confidential which includes
correspondence with direct representatives
from the Journal such as Editors-in-Chief
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and/or Handling Editors and reviewers’
reports unless explicit consent has been
received to share information.

Back to top

Compliance with Ethical Standards

To ensure objectivity and transparency in
research and to ensure that accepted
principles of ethical and professional conduct
have been followed, authors should include
information regarding sources of funding,
potential conflicts of interest (financial or non-
financial), informed consent if the research
involved human participants, and a statement
on welfare of animals if the research involved
animals.

Authors  should include the following
statements (if applicable) in a separate section
entitled “Compliance with Ethical Standards”
when submitting a paper:

Disclosure of potential conflicts of interest
Research involving Human Participants and/or
Animals

Informed consent

Please note that standards could vary slightly
per journal dependent on their peer review
policies (i.e. single or double blind peer
review) as well as per journal subject
discipline. Before submitting your article check
the instructions following this section
carefully.

The corresponding author should be prepared
to collect documentation of compliance with
ethical standards and send if requested during
peer review or after publication.

The Editors reserve the right to reject
manuscripts that do not comply with the
above-mentioned guidelines. The author will
be held responsible for false statements or
failure to fulfil the above-mentioned
guidelines.
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Disclosure of potential conflicts of interest
Authors must disclose all relationships or
interests that could have direct or potential
influence or impart bias on the work. Although
an author may not feel there is any conflict,
disclosure of relationships and interests
provides a more complete and transparent
process, leading to an accurate and objective
assessment of the work. Awareness of a real or
perceived conflicts of interest is a perspective
to which the readers are entitled. This is not
meant to imply that a financial relationship
with an organization that sponsored the
research or compensation received for
consultancy work is inappropriate. Examples
of potential conflicts of interests that are
directly or indirectly related to the
research may include but are not limited to
the following:

Research grants from funding agencies

(please give the research funder and the grant
number)

Honoraria for speaking at symposia

Financial support for attending symposia
Financial support for educational programs
Employment or consultation

Support from a project sponsor
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Position on advisory board or board of
directors or other type of management
relationships

Multiple affiliations

Financial relationships, for example equity
ownership or investment interest

Intellectual property rights (e.g. patents,
copyrights and royalties from such rights)
Holdings of spouse and/or children that may
have financial interest in the work

In addition, interests that go beyond financial
interests and compensation (non-financial
interests) that may be important to readers
should be disclosed. These may include but
are not limited to personal relationships or
competing interests directly or indirectly tied
to this research, or professional interests or
personal beliefs that may influence your
research.

The corresponding author collects the conflict
of interest disclosure forms from all authors. In
author collaborations where formal
agreements for representation allow it, it is
sufficient for the corresponding author to sign
the disclosure form on behalf of all authors.
Examples of forms can be found

here:

The corresponding author will include a
summary statement in the text of the
manuscript in a separate section before the
reference list, that reflects what is recorded in
the potential conflict of interest disclosure
form(s).

Please make sure to submit all Conflict of
Interest disclosure forms together with the
manuscript.

See below examples of disclosures:

Funding: This study was funded by X (grant
number X).

Conflict of Interest: Author A has received
research grants from Company A. Author B
has received a speaker honorarium from
Company X and owns stock in Company Y.
Author C is a member of committee Z.

If no conflict exists, the authors should state:
Conflict of Interest: The authors declare that
they have no conflict of interest.
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Research involving human
and/or animals

Statement of human rights
When reporting studies that involve human
participants, authors should include a
statement that the studies have been
approved by the appropriate institutional
and/or national research ethics committee and
have been performed in accordance with the
ethical standards as laid down in the 1964
Declaration of Helsinki and its later
amendments or comparable ethical standards.
If doubt exists whether the research was
conducted in accordance with the 1964
Helsinki Declaration or comparable standards,
the authors must explain the reasons for their
approach, and demonstrate that the
independent ethics committee or institutional
review board explicitly approved the doubtful
aspects of the study.

If a study was granted exemption from
requiring ethics approval, this should also be
detailed in the manuscript (including the
name of the ethics committee that granted

participants

the exemption and the reasons for the
exemption).

Authors must - in all situations as described
above - include the name of the ethics
committee and the reference number where
appropriate.

The following statements should be included
in the text before the References section:
Ethical approval: “All procedures performed
in studies involving human participants were
in accordance with the ethical standards of the
institutional ~ and/or  national  research
committee (include name of committee +
reference number) and with the 1964 Helsinki
declaration and its later amendments or
comparable ethical standards.”

Ethical approval retrospective studies
Although retrospective studies are conducted
on already available data or biological
material (for which formal consent may not be
needed or is difficult to obtain) ethical
approval may be required dependent on the
law and the national ethical guidelines of a
country. Authors should check with their
institution to make sure they are complying
with the specific requirements of their country.
Statement on the welfare of animals

The welfare of animals used for research must
be respected. When reporting experiments on
animals, authors should indicate whether the
international, national, and/or institutional
guidelines for the care and use of animals
have been followed, and that the studies have
been approved by a research ethics
committee at the institution or practice at
which the studies were conducted (where such
a committee exists). Please provide the name
of ethics committee and relevant permit
number.

For studies with animals, the following
statement should be included in the text
before the References section:

Ethical approval: "All applicable international,
national, and/or institutional guidelines for the
care and use of animals were followed.”

If applicable (where such a committee exists):
"All procedures performed in studies involving
animals were in accordance with the ethical
standards of the institution or practice at
which the studies were conducted.(include
name of committee + permit number)”

If articles do not contain studies with human
participants or animals by any of the authors,
please select one of the following statements:
“This article does not contain any studies with
human participants performed by any of the
authors.”

“This article does not contain any studies with
animals performed by any of the authors.”
“This article does not contain any studies with
human participants or animals performed by
any of the authors.”
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Informed consent

All individuals have individual rights that are
not to be infringed. Individual participants in
studies have, for example, the right to decide
what happens to the (identifiable) personal
data gathered, to what they have said during a
study or an interview, as well as to any
photograph that was taken. Hence it is
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important that all participants gave their
informed consent in writing prior to inclusion
in the study. Identifying details (names, dates
of birth, identity numbers and other
information) of the participants that were
studied should not be published in written
descriptions,  photographs, and genetic
profiles unless the information is essential for
scientific purposes and the participant (or
parent or guardian if the participant is
incapable) gave written informed consent for
publication. Complete anonymity is difficult to
achieve in some cases, and informed consent
should be obtained if there is any doubt. For
example, masking the eye region in
photographs of participants is inadequate
protection of anonymity. If identifying
characteristics are altered to protect
anonymity, such as in genetic profiles, authors
should provide assurance that alterations do
not distort scientific meaning.

The following statement should be included:
Informed consent: “Informed consent was
obtained from all individual participants
included in the study.”

If identifying information about participants is
available in the article, the following statement
should be included:

“Additional informed consent was obtained
from all individual participants for whom
identifying information is included in this
article.”
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Research Data Policy

The journal encourages authors, where
possible and applicable, to deposit data that
support the findings of their research in a
public repository. Authors and editors who do
not have a preferred repository should consult
Springer Nature's list of repositories and
research data policy.

List of Repositories

Research Data Policy

General repositories - for all types of research
data - such as figshare and Dryad may also be
used.

Datasets that are assigned digital object
identifiers (DOIs) by a data repository may be
cited in the reference list. Data citations
should include the minimum information
recommended by DataCite: authors, title,
publisher (repository name), identifier.
DataCite

Springer Nature provides a research data
policy support service for authors and editors,
which can be contacted
at researchdata@springernature.com.

This service provides advice on research data
policy compliance and on finding research
data repositories. It is independent of journal,
book and conference proceedings editorial
offices and does not advise on specific
manuscripts.

Helpdesk
Back to top

After Acceptance

Upon acceptance of your article you will
receive a link to the special Author Query
Application at Springer’'s web page where you
can sign the Copyright Transfer Statement
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online and indicate whether you wish to order
OpenChoice and offprints.

Once the Author Query Application has been
completed, your article will be processed and
you will receive the proofs.

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of
the article to the Publisher (or grant the
Publisher exclusive publication and
dissemination rights). This will ensure the
widest possible protection and dissemination
of information under copyright laws.
Offprints

Offprints can be ordered by the
corresponding author.

Color illustrations

Publication of color illustrations is free of
charge.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for
typesetting or conversion errors and the
completeness and accuracy of the text, tables
and figures. Substantial changes in content,
e.g., new results, corrected values, title and
authorship, are not allowed without the
approval of the Editor.

After online publication, further changes can
only be made in the form of an Erratum, which
will be hyperlinked to the article.

Online First

The article will be published online after
receipt of the corrected proofs. This is the
official first publication citable with the DOL
After release of the printed version, the paper
can also be cited by issue and page numbers.
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