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Colombo, L.T. Estudo comparativo in vivo da osseointegracao em duas diferentes superficies de implantes
em liga TiAIV. Caracterizacdo topografica, analise de frequéncia por ressonancia e histométrica.
[dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2019

RESUMO:

Objetivo: Avaliar o comportamento bioldgico do tecido dsseo ao redor de implantes manufaturados em liga Ti-
6Al-4V diante das superficies modificadas por jateamento de 6xido de aluminio seguido condicionamento acido
(SBAS) e a superficie usinada (MS). Material e Métodos: Dez coelhos receberam aleatoriamente 20 implantes
de hexdgono externo com dimensées de 4,0 mm de didmetro e 10 mm de comprimento em suas tibias direita e
esquerda, sendo um implante de cada superficie em cada tibia. Os implantes de ambos os grupos foram
analisados através de microscopia eletrdnica de varredura (MEV-EDX) e microscopia de forca atbmica (AFM).
Discos com as mesmas superficies foram submetidos & andlise de rugosidade média (Ra) e seccéo transversal.
Nos periodos de 3 e 6 semanas foi mensurado o coeficiente de estabilidade primaria por meio da andlise de
frequéncia por ressonancia (1SQ), seguido da eutanasia dos animais. As pegas obtidas foram submetidas ao
processamento de inclusdo em resina fotopolimerizavel e levadas ao microtomo para corte calcificado. Foi
mensurada em porcentagem a extensdo linear de contato entre tecido 6sseo mineralizado e implante (ELCOMI)
e area 6ssea neoformada (AON). Os dados foram submetidos a andlise de variancia e ao teste t de Tukey.
Resultados: MEV e AFM mostraram diferengas na topografia das superficies. Os valores médios obtidos pelas
andlises de frequéncia por ressonancia, Ra e seccdo transversal para SBAS foram estatisticamente superiores
(p<0,05) quando comparados a MS. Os valores médios em porcentagem de ELCOM I para SBAS foram de 69,65
e 71,56 respectivamente para 3 e 6 semanas, enquanto para MS os valores médios foram de 54,06 e 55,99
respectivamente para 0s mesmos periodos. Os valores médios de AO no grupo SBAS foram de 69,85 e 79,60
para os periodos de 3 e 6 semanas, enquanto para MS os valores médios foram de 59,59 e 74,32 respectivamente
nos mesmos grupos. Houve diferengas estatisticamente superiores (p<0,05) nos implantes SBAS para a
ELCOMI nos periodos de 3 e 6 semanas e AON no periodo de 3 semanas. Conclusdo: A modificacdo na
superficie nos implantes SBAS proporcionou alteragdes na topografia dos implantes, promovendo um maior
contato entre tecido désseo e a liga de titanio, permitindo melhores niveis de osseointegracdo. Relevancia clinica:
Implantes manufaturados em liga de Ti-6Al-4V modificados por jateamento de 6xido de aluminio seguido
condicionamento &cido (SBAS) apresentam bons niveis de osseointegracdo e podem ser usados com seguranca

para reabilitacdo protética de pacientes.

Palavras chave: Implante dentario. Osseointegracdo. Regeneragdo 6ssea. Propriedades de superficie. Ligas

dentérias.



Colombo, L.T. Comparative study in vivo of osseocintegration on two different surfaces of TiAIV alloy
implants. Topographic characterization, resonance frequency and histometric analyzes. ARACATUBA:
UNESP - Univ. Estadual Paulista. 2019

ABSTRACT:

Objective: Evaluate the biological behavior of bone tissue around implants manufactured in Ti-6Al-4V alloy
before surfaces modified by aluminum oxide blasting followed by acid etching (SBAS) and machined surface
(MS). Material and Methods: Ten rabbits randomly received 20 external hexagon implants with dimensions of
4.0 mm in diameter and 10 mm in length on their right and left tibiae, one implant of each surface on each tibia.
The implants of both groups were analyzed by scanning electron microscopy (SEM-EDX) and atomic force
microscopy (AFM). Disks with the same surfaces were submitted to analysis of average roughness (Ra) and
cross section. In the periods of 3 and 6 weeks, the primary stability coefficient was measured by means of
resonance frequency analysis (1SQ), followed by euthanasia of the animals. The obtained pieces were submitted
to the inclusion processing in photopolymerizable resin and taken to the microtome for cutting without
decalcification. The bone interface contact (BIC) and neoformed bone area (NBA) was measured in percentage.
Data were submitted to analysis of variance and Tukey t test. Results: SEM and AFM showed differences in
surface topography. The mean values obtained by the resonance, Ra and cross section analyzes for SBAS were
statistically higher (p <0.05) when compared to MS. The mean values in percentage of BIC for SBAS were
69.65 and 71.56 respectively for 3 and 6 weeks, while for MS the mean values were 54.06 and 55.99
respectively for the same periods. The mean values of NBA in the SBAS group were 69.86 and 79.59 for the 3
and 6 week periods, while for MS the mean values were 59.59 and 74.32, respectively, in the same groups. There
were statistically superior differences (p <0.05) in SBAS implants for BIC in the 3 and 6 week periods and AON
in the 3 week period. Conclusion: The surface modification of the SBAS implants provided changes in the
topography of the implants, promoting a better contact between bone tissue and titanium alloy, allowing better
levels of osseointegration. Clinical Relevance: Implants manufactured in Ti-6Al-4V alloy modified by
aluminum oxide etching followed by acid etching (SBAS) present good levels of osseointegration and can be

safely used for prosthetic rehabilitation of patients.

Key words: Dental implant. Osseointegration. Bone regeneration. Surface properties. Dental alloy.
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Introducéo

A Odontologia evoluiu muito através dos tempos, e sabe-se que desde as antigas
civilizagdes o homem busca por meio de elementos encontrados na natureza a reposigéo
dos dentes perdidos. Os primeiros relatos na tentativa de se substituir um elemento
dentario sdo encontrados em 600 a.C., onde civiliza¢cbes maias utilizavam conchas e
pedras esculpidas manualmente [1]. Nos ultimos tempos nédo foi diferente, entretanto, a
crescente exigéncia estética e funcional dos pacientes levou a odontologia reabilitadora
a grandes transformacdes, como a descoberta da osseointegracdo, que possibilitou o0 uso
de implantes dentarios para a substituicdo protética de dentes perdidos [2]. Na
atualidade, milhdes de implantes vém sendo instalados com o intuito de reestabelecer a
oclusdo dos pacientes. Neste sentido tornam-se necessarios estudos que aprimorem 0s
conhecimentos e técnicas nesta area.

O primeiro relato da possibilidade do uso médico do titdnio para cirurgia
aconteceu em 1951 [3], mas s6 anos apds, em 1969 os trabalhos de Branemark
definiram o conceito de osseointegracdo, definido por conex&@o direta estrutural e
funcional entre 0 0sso vivo e organizado e a superficie do implante, do ponto de vista
microscopico sob carga mastigatoria [2]. No entanto, no ambito bioldgico ndo existe
evidéncia de contato completo entre 0 0sso e a superficie do titdnio, mas sim maior ou
menor quantidade desse tecido conjuntivo mineralizado, sem que clinicamente haja
falha ou perda do implante [4].

Implantes de titdnio comercialmente puro (Ti-cp) destacam-se como um material
confidvel para reabilitar areas edéntulas [5]. Entre suas caracteristicas estdo a
bicompatibilidade, alta resisténcia a corroséo, baixa densidade, boa resisténcia mecénica
e alta ductibilidade [6]. Além disso, apresenta baixa energia superficial o que possibilita
o espalhamento do sangue na superficie do implante de maneira mais homogénea [7].
Devido a isso, o titdnio € um material que apresenta excelente progndstico no processo
de osseointegracéo [8].

No intuito de melhorar as propriedades mecénicas dos implantes dentarios vem
sendo crescente a utilizagdo das ligas de titanio [9]. Dentre as ligas, destaca-se a liga de
TiAIV por ser muito empregada em cirurgia ortopédica [10]. Quando se compara esta
liga ao titanio comercialmente puro, o TiAIV apresenta maior resisténcia a fratura e a

fadiga, maior dureza [11]. Possui maior modulo de elasticidade, maior resisténcia a



tracdo e menor chance de corrosdo [12].

O desenvolvimento das ligas de titanio busca sempre melhorar as propriedades
mecanicas a0 mesmo tempo em que se procura manter a compatibilidade biolégica do
Ti-cp. Apesar das ligas de titanio apresentar melhores caracteristicas mecénicas quando
comparadas ao Ti-cp, este fato ndo garante melhores niveis de osseointegracdo. Este
fato pode ser comprovado uma vez que para 0 uso das ligas de titanio na confeccéo de
implantes dentais, o tratamento de superficie torna-se indispensavel, pois caso contrario
a osseointegracdo seré desprezivel [13,14].

Estudos recentes mostraram que a modificacdo da superficie proporciona
maiores valores de torque de remocdo [15,16] e apresenta uma maior area de contato
entre tecido 6sseo mineralizado e implante [17,18], quando comparado aos implantes de
superficie usinada. Outro fator positivo é a potencializacdo das respostas bioldgicas,
levando a aceleracdo dos estagios iniciais do processo de reparo 6sseo em torno dos
implantes [19].

A superficie dos implantes pode ser modificada por métodos de subtracéo e
adicdo. Dentre os métodos de subtracdo mais empregados estdo modificagdo pelo
condicionamento acido [18], jateamento de Oxido de aluminio [20] e areia [21].
Métodos recentes de modificacdo por subtracdo como oxidacdo anddica [22], e ablacdo
por feixe de laser [16] vem sendo empregados. Entre os métodos de adicdo destacam-se
pulverizagdo de plasma de titanio [23] e recobrimento por hidroxiapatita [24].
Recentemente métodos de adicdo vém sendo empregados em associacdo com métodos
de subtracdo. Entre estes métodos destacam-se a modificacdo por feixe de laser seguido
da deposicdo de silicato de sédio [19,25], laser seguido da deposicdo de hidroxiapatita
pelo método biomimético [26], condicionamento acido seguido da deposi¢do de B
tricalcio fosfato [27] entre outros.

O jateamento por Oxido de aluminio seguido do condicionamento acido é um
método muito empregado pela comunidade cientifica [28]. Estudos recentes relataram
que este método é capaz de promover altos niveis de contato entre tecido 0sseo
mineralizado e implante [29], maiores valores de torque de remocéao [30]. Este método
de modificacdo proporciona uma morfologia de superficie complexa com alta
molhabilidade, além de possuir um bom potencial osteocondutivo devido a melhor
estabilizacdo do coadgulo sanguineo [22,31].

Tendo em vista a importancia da reabilitagdo protética oral para as fungdes do



sistema estomatognatico, alem dos motivos estéticos, e considerando que a populagédo
idosa mundial aumenta cada vez mais em funcdo da alta da expectativa de vida, é
preciso considerar quais métodos que possam garantir uma melhora da qualidade de
vida. E dentro deste contexto, a implantodontia vem tentando solucionar deficiéncias
encontradas com os tratamentos reabilitadores convencionais. Diante do exposto, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento biolégico e mecanico do tecido
6sseo ao redor de implantes em liga de TigAl,V instalados em tibia de coelhos com as
superficies: modificada por jateamento de oxido de aluminio seguido do

condicionamento 4cido e usinada.






Objetivo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a osseointegracdo, a topografia e o
comportamento mecanico dos implantes ao redor de implantes em liga de Ti-6Al-4V
instalados em tibia de coelhos com as superficies: modificada por jateamento de oxido

de aluminio seguido do condicionamento acido e usinada.



atenial e Métodos



Material e Métodos

Calculo da Amostra

Para esse experimento com animais, o calculo da amostra foi baseado no
coeficiente de estabilidade do implante (ISQ) e nos valores de torque de remocéo do
estudo piloto do autor (dados ndo publicados) anteriores ao inicio desse estudo. Para
este proposito, foi determinado o torque de remogdo como o resultado primério. Para
essa varidvel, considerou-se 5% como diferenca significante (desvio padrdo de 2%),
poder de 80% e ajuste alfa em 0,05, cinco implantes por grupo foram necessarios para
comparar dois grupos diferentes, semelhante a estudos anteriores publicados [19,25,32-
35].

Animais e Grupos Experimentais

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizados 10 (dez) coelhos machos,
adultos, variacdo albinus, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP, com aproximadamente 5 (cinco) meses de idade, peso em torno de
2.9 a 3.6 Kg, mantidos em gaiolas unitarias, ambiente climatizado, alimentados com
racdo sélida (Racdo Procoelho, Primor) e 4gua ad libitum, durante todo o experimento.

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), e foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — UNESP obtendo parecer favoravel (FOA-00950-2013).
Seguiu-se o delineamento de modelo animal, randomizado, prospectivo, controlado,
seguindo todas as recomendacdes das diretrizes da ARRIVE guidelines [36].

Os animais foram enquadrados aleatoriamente em dois grupos experimentais de
acordo com os tempos de analise:

Superficie Usinada (MS) - Os animais receberam implantes cilindricos com conex&o

de hexagono externo, fabricados em liga de Ti-6Al-4V (ASTM F67) com dimensdes de
4 mm de didmetro e 10 mm de comprimento de superficie usinada (Emfils, Novo
Colosso, Itu, Brasil) instalados em osteotomia realizada na regido medial da face lateral

da tibia apds fresagem padronizada para implantodontia com 3,5 mm de diametro e 10



de profundidade.

Superficie Modificada por Jateamento de Oxido de Aluminio sequido do

Condicionamento Acido (SBAS) - Os animais receberam implantes cilindricos com

conexdo de hexagono externo, fabricados em liga de Ti-6Al-4V (ASTM F67) com
dimensGes de 4 mm de didmetro e 10 mm de comprimento de superficie modificada por
jateamento de Al,O3; condicionamento &cido (Emfils, Novo Colosso, Itu, Brasil)
instalados em osteotomia realizada na regido medial da face lateral da tibia apos
fresagem padronizada para implantodontia com 3,5 mm de didmetro e 10 de
profundidade.

Os animais foram enquadrados em 2 (dois) periodos de avaliacdo: 3 e 6
semanas, compondo 5 (cinco) animais por periodo, e 5 implantes de cada superficie em

cada periodo.

Caracterizacdo Topografica das Superficies

A topografia da superficie dos implantes foi analisada, previamente por meio do
microscopio eletrénico de varredura (MEV modelo XL 30 TMP, FEG, Philips XL
Series, com detector Oxford incaX-sight, Holanda, 97), acoplado ao sistema de
espectrometria de energia dispersiva de raios X (EDX), para anélise qualitativa e
quantitativa da composi¢do quimica das superficies.

Discos dessa liga de titanio foram usinados e modificados com a mesma
superficie experimental. A rugosidade média (Ra) foi analisada em 5 discos de cada
grupo por meio de um rugosimetro digital (Mitutoyo SJ-400, Mitutoyo Sul Americana
Ltda, S&o Paulo, Brasil). Foram realizadas 10 mensuragdes em cada disco. Além disso,
2 discos foram seccionados e preparados para realizacdo de analise em seccdo
transversal, por MEV, para a determinacdo da espessura meédia de 10 pontos
empregando-se o programa Image J (ImageJ — version 3.1j / NIH software). Estas
analises foram realizadas de acordo com estudos prévios publicados [19,32,35].

Os implantes manufaturados em liga de Ti-6Al-4V com as superficies usinada e
modificada foram analisados por microscopia de forca atbmica (AFM) (AFM, Veeco
Metrology Inc., Santa Barbara, CA, EUA). As imagens obtidas foram capturadas
através do microscopio e transportadas para um computador, e no programa NanoScope

Analysis (2004 Veeco Instruments Inc., Santa Barbara, CA, EUA), as imagens foram
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inicialmente submetidas a filtros (lowpass e medium). Foram obtidas imagens em 3
dimensbes (3D), e para facilitar a analise comparativa visual entre os grupos, foi
utilizada uma escala padronizada do eixo z. Esta andlise foi realizada de acordo com
estudo prévio publicado [37].

Procedimento Cirargico

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados de acordo com estudos prévios
publicados [16,19,25,32,37]. Os animais foram mantidos em jejum oito horas antes do
procedimento cirdrgico. Para todos os procedimentos cirargicos foi realizada anestesia
geral por infiltragdo intramuscular de 50mg/kg de cloridrato de ketamina (Vetaset, Fort
Dodge, Saude Animal Ltda, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) e 5 mg/kg de cloridrato de
xilazina (Dopaser, Laboratorio Calier do Brasil Ltda, Osasco, Sdo Paulo, Brasil), além
da complementacdo anestésica na regido a ser operada com a infiltracdo de 0.3 ml/Kg
de cloridrato de mepivacaina (Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont,
Franca).

A regido anterior das tibias direita e esquerda foram tricotomizadas e
posteriormente realizada a antissepsia pré-operatdria com Polivinil Pirrolidona lodo
degermante (PVP-I 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto,
Séo Paulo, Brasil), associado ao PVPI tdpico.

O acesso cirurgico foi realizado através de uma incisdo dermo-periosteal por
meio de uma lamina de bisturi n. 15 (Feather, Feather Safety, Japdo) montada em cabo
de bisturi n. 3 (Hu-Friedy, Alemanha) na margem anterior das tibias direita e esquerda,
iniciada a um centimetro abaixo da articulagdo tibio-femural, medindo
aproximadamente 3 (trés) centimetros de comprimento. ApGs incisdo o retalho foi
deslocado, com consequente exposi¢do proximal da face lateral da tibia, local de elei¢do
para a osteotomia.

Apo0s a exposicdo da face lateral das tibias direita e esquerda foi realizada uma
osteotomia de 3,5mm de diametro e 10mm de comprimento. O preparo do leito receptor
do implante iniciou-se com a broca em forma de lanca, para romper a cortical 6ssea. Em
seguida foram utilizadas as fresas helicoidais escalonadas de 2.0/2.5mm, 2,5mm/2.8,
2,8/3.2mm, 3.2/3.5mm e 3,5/3.8mm (Emfils, Novo Colosso, Itu, Sdo Paulo, Brasil),
montadas em contra angulo redutor 20:1 (Kavo do Brasil, Joinvile, Santa Catarina,
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Brasil), acoplado em motor elétrico (Kavo do Brasil, Joinvile, Santa Catarina, Brasil), a
uma velocidade de 1600 rpm, sob irrigacdo constante de solucdo fisioldgica a 0.9%
(Darrow, Rio de Janeiro, Brasil).

Os implantes foram instalados por meio de chave motor de torque interno para
conexd@o de hexagono externo (Emfils, Novo Colosso, Itu, Sdo Paulo, Brasil) que foi
encaixada no modulo de rebordo do implante, montada em contra angulo redutor 20:1
acoplado ao motor elétrico numa velocidade de 18 rpm, e torque fixo de 40 N/cm, sob
irrigacdo constante de solugdo fisiologica a 0.9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil). Foi
instalado aleatoriamente um implante de cada superficie em cada tibia do animal. O
implante foi inserido até que o modulo de rebordo assente na camada cortical externa da
regido proximal da face lateral da tibia. No ato cirdrgico foi mensurado o coeficiente de
estabilidade do implante por meio de medidas de pulsos de frequéncia de ressonancia
em aparelho especifico (Ostell® Instrument, Integration Diagnostics AB, Gotemburgo,
Suécia). As mensuracdes foram realizadas seguindo os eixos lateral, medial, proximal e
distal a articulacao tibiofemoral. Apds mensuracédo foi colocado o parafuso de cobertura
para protecdo do modulo de rebordo.

No pés-cirargico foi administrado via oral diluido em agua 3mg/kg/ de
cetoprofeno (Cetoprofeno, Sanofi, Sdo Paulo, Brasil) associado a 5mg/kg de Cloridrato
de tramadol (Cronidor, Agener Unido Quimica, S&o Paulo, Brasil) durante 3 (trés) dias.
Foi administrado também por via intramuscular 10 mg/kg de enrofloxacina
(Enrofloxacino, Venco, Londrina, Parand, Brasil) e 5 mg/kg de cloridrato de doxiciclina
(Doxiciclina, Venco, Londrina, Parana, Brasil ) durante 7 (sete) dias.

O tecido mole foi reposicionado e suturado por planos. A sutura muscular foi
realizada com fio absorvivel de poligalactina 910 (Vicryl 5.0, Ethicon, Jhonson, S&o
José dos Campos, Sdo Paulo, Brasil). No plano cutaneo a sutura foi realizada com fio de
nylon 5.0 (Ethicon, Jhonson, Sdo José dos Campos, Sdo Paulo, Brasil). Apo6s a sutura
foi novamente realizada a antissepsia da area com Polivinil Pirrolidona lodo Topico
(PVP-I 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica, S&o José do Rio Preto, Sdo Paulo,
Brasil).

Eutanasia e Coleta do Material

Os animais nos periodos de 3 e 6 semanas foram mantidos em jejum por oito
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horas antes do procedimento de eutanasia. Para tal foi realizada anestesia geral por
infiltracdo intramuscular de 50mg/kg de cloridrato de ketamina e 5 mg/kg de cloridrato
de xilazina, além da complementacéo por anestesia local nas tibias, com infiltracdo de
0,3 I/kg de cloridrato de mepivacaina (Scadicaine 2% com adrenalina 1:100.000,
Septodont, Franca). ApOs anestesia foram feitas novas medidas de frequéncia por
ressonancia. Em seguida os animais foram submetidos a eutanasia por meio da
administracdo intraperitoneal (IP) de 150 mg/kg de tiopental soédico (Thiopentax,
Cristalia Prod Quim Farm Ltda, Sdo Paulo, Brasil) associado a 10mg/mL de lidocaina
(cloridrato de lidocaina 2%, Novafarma, Inddstria Farmacéutica Ltda, Anapolis, Goias,
Brasil). Apds a eutanésia as tibias direita e esquerda foram removidas, o tecido mole
excedente eliminado, e a pds-fixacdo foi realizada em solucéo de paraformaldeido 4%

durante um periodo de 6 horas.

Obtencdes das laminas em corte de tecido calcificado

O processamento histoldgico para obtencdo das laminas em corte de tecido
calcificado foi realizada conforme estudos prévios [19,32]. As amostras teciduais
provenientes das tibias direita e esquerda, contendo o implante foram removidas e
colocadas em formalina neutra tamponada a 10% por um periodo de 72h. Em seguida
foi realizada a desidratacdo dessas pecas em concentracGes crescentes de alcoois (etanol
60-100%) e posteriormente, infiltracdo em resina fotopolimerizavel (Technovit 7200
VLC, Kultzer Heraeus GmbH & Co, Wehrheim, Alemanha). Os blocos contendo
implante e tecido Osseo periimplantar foram cortados em um ponto central,
empregando-se um micrétomo com sistema de corte e desgaste (Exakt Apparatebeau,
Hamburgo, Alemanha). As laminas obtidas apresentaram espessura de

aproximadamente 50 um e foram coradas pelo azul de Estevenel e fucsina acida.

Forma de analise dos resultados

Analise de Frequéncia por Ressonancia
Foram realizadas quatro medidas de frequéncia por ressonancia em cada
implante utilizando-se o aparelho medidor de frequéncia por ressonancia Osstell®,

seguindo os padrdes previamente descritos. As medidas foram realizadas imediatamente
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apos a instalacdo dos implantes (trans-cirurgico) e ap0s os periodos de 3 e 6 semanas,
em que foi realizada reabertura ap0s a anestesia prévia a eutanasia. Esta analise foi

realizada de acordo com estudo prévio publicado [34].

Anélise Histométrica

As imagens foram analisadas em microscépio éptico (Leica Reichert & Jung
products, Alemanha) e capturadas por meio de uma camera fotogréfica digital (Leica
Aristoplan, Alemanha), com resolugdo de 1.3 megapixels, acoplada ao microscépio de
luz comum e ao computador.

As analises histométricas foram realizadas por meio do software de analise de
imagens ImageJ, (ImageJ, version 3.1j, NIH software, EUA). Foram calculadas, em
porcentagem, a extensdo linear de contato entre Osseo mineralizado e implante
(ELCOMI) e a area de tecido 6sseo neoformada presente (AON) entre as 3 espiras mais
cervicais, localizadas em osso cortical em cada lado do implante. Estra analise foi

realizada de acordo com estudos préevios publicados [19,32,34].

Anélise Estatistica

Os valores em porcentagem da ELCOMI e AON obtidos na analise histométrica,
biomecénica, rugosidade média e secg¢do transversal foram levados ao teste de
homogeneidade para verificacdo da distribuicdo empregando-se o teste de Kolmogorov-
Smirnov. Apos, foram comparados por meio da analise de variancia (ANOVA one-way)

e do teste de comparagdes multiplas de Tukey (p<0,05).
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Resultados

Anélise da caracterizacdo topografica de superficie

A microscopia eletronica de varredura das superficies analisadas demonstrou
diferencas topograficas entre elas. A MS apresentou topografia de superficie lisa,
contaminadas com de restos de usinagem (Figla,1b,1c), enquanto a SBAS apresentou
topografia com padrdo morfolégico de picos e vales de diferentes profundidades e
tamanho (Fig2a,2b,2c). A anélise por EDX ndo revelou qualquer contaminagdo das
superficies analisados, e mostrou picos de Ti, Al e V para as MS (Figld) e Ti, Al, Ve O
para SBAS (Fig2d). Para o grupo SBAS, a média dos valores atbmicos em porcentagem
foi de 31.56, 53.39, 12.90 e 2.15 para O, Ti, Al e V respectivamente, enquanto para o
grupo MS a média dos valores atdbmicos foi de 90.48, 5.83 e 3.69 para Ti, Al e V
respectivamente.

A andlise de rugosidade média (Ra) revelou diferencas estatisticamente
significantes (p<0,05) entre a rugosidade dos discos do grupo experimental SBAS (Ra =
1,11 + 0,16 um) quando comparado aos discos do grupo experimental MS (Ra = 0,46 +
0,14 um) (Fig3).

A analise da seccdo transversal demonstrou diferenca estatisticamente
significante (p<0,05) entre os valores de espessura média dos discos do grupo
experimental MS (0,43 um) quando comparados aos do grupo experimental SBAS (2
um) (Fig4).

A analise por microscopia de forca atbmica (AFM) das superficies dos implantes
demonstrou alteraces na superficie do grupo experimental SBAS semelhantes a picos e
vales de diferentes profundidades e tamanhos, assim como observado na anélise por
MEV. Ja no grupo MS foi observada superficie lisa com presenca de padrdo
morfolégico de superficie maquinada. Em alguns pontos pode-se observar presenca de

restos de usinagem (Fig5).

Analise de frequéncia por ressonancia

Os valores médios de 1SQ e desvio padrdo no grupo MS foram 48,17 + 2,9,
51,65 £ 2,3 e 52 + 2 nos intervalos de tempo de 0, 3 e 6 semanas respectivamente,
enguanto que para o grupo SBAS as medidas de frequéncia de ressonancia média foram
de 50 £ 2, 535 £ 19 e 54,75 = 0,8 ISQ nos mesmos intervalos de tempo,
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respectivamente. No geral, valores em ISQ estatisticamente superiores foram
observados no grupo SBAS quando comparados ao grupo MS (p=0,012). No grupo
SBAS houve uma diferenca estatisticamente significativa nos valores do ISQ entre 0 e 3
semanas (p=0,032) e entre 0 e 6 semanas (p=0,003) (Fig6).

Anélise Histométrica

Os valores médios em porcentagem da ELCOMI para SBAS foram de 69,65 e
71,56 respectivamente para 3 e 6 semanas, enquanto para MS os valores médios foram
de 54,06 e 55,99 respectivamente para 0s mesmos periodos. Os valores médios de AON
para o grupo SBAS foram de 69,85 e 79,6 para os periodos de 3 e 6 semanas, enquanto
para MS os valores médios foram de 59,59 e 74,32 respectivamente nos mesmos
grupos.

Os valores médios de ECOLMI dos implantes SBAS foram estatisticamente
superiores (p<0,05) quando comparados aos implantes MS nos periodos de 3 e 6
semanas (Fig7). Os valores médios de AON dos implantes SBAS no periodo de 3
semanas apresentaram diferenca estatisticamente significante (p<0,05) quando
comparado aos implantes MS, enquanto que no periodo de 6 semanas essa diferenca
ndo foi observada (Fig8).

Pela anélise qualitativa observou-se que o grupo MS apresentou uma maior area
de tecido conjuntivo imaturo (corado pelo azul de Estevenel) no periodo de 3 semanas
guando comparado ao grupo SBAS. Ambos 0s grupos no periodo de 3 semanas
apresentaram uma menor extensdo de contato entre superficie do implante e tecido
6sseo quando comparado aos periodos mais tardios. No periodo de 6 semanas notou-se
um padrdo 6sseo mais maduro para MS e SBAS quando comparado ao periodo anterior,
mesmo havendo algumas areas de tecido conjuntivo ndo mineralizado entre o tecido

6sseo (Fig9).
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Discussao

As ligas de titanio vém sendo amplamente utilizadas em implantes dentérios
[38,39] e ortopédicos [40,41]. Neste estudo os implantes utilizados foram fabricados em
liga de Ti-6Al-4V (ASTM F67), ou seja, liga de titanio grau V. Trabalhos prévios
publicados [38,39] compararam as respostas bioldgicas entre a liga de TiAlIV e o titanio
comercialmente puro (Ti-cp) e encontraram resultados superiores nas analises torque de
remocdo e cisalhamento para o grupo de implantes manufaturatudos em liga de Ti-cp
qguando comparado aos implantes do grupo manufaturado em TiAlIV. Com os resultados
obtidos em estudos anteriores citados acima pode-se dizer que na medida em que se
melhoram as propriedades mecénicas do implante perde-se em respostas bioldgicas
[21,38-40]. No entanto, tém sido crescentes os relatos na literatura de fratura de
implantes fabricados em Ti-cp [42,43], fazendo com que os implantes dentarios venham
sendo confeccionados em liga de titanio. Neste sentido a modificacdo de superficie faz-
se indispensavel para aprimorar as respostas bioldgicas das ligas de titanio.

As estratégias para modificacdo da superficie de implantes podem ser
classificadas em métodos de adicdo, subtracdo e mistas [25]. Trabalhos prévios a este
compararam a superficie usinada com as superficies modificadas por métodos de adicédo
[4] e subtracdo [19,25,44]. Estes trabalhos mostraram que a modificacdo da superficie
do implante foi um avancgo para a implantodontia, uma vez que foi observado o aumento
da porcentagem de contato de tecido 6sseo na interface [19,45], diminuicdo do periodo
de osseointegracdo [25,46,47], e melhora do processo de reparacdo em areas de baixa
densidade 6ssea quando comparado aos implantes de superficie usinada [45]. Resultado
semelhante foi encontrado neste trabalho em que implantes com superficie modificada
por jateamento de Al203 seguido do condicionamento &cido (SBAS) proporcionaram
valores de frequéncia por ressonancia e ELCOMI estatisticamente superiores (p<0.05)
quando comparados a implantes de superficie usinada (MS). Isto demonstra que o0s
implantes de superficie usinada sdo dependentes do tempo de reparagéo [45].

Tem existido na literatura cientifica uma preocupacdo com a utilizacdo de
aluminio no manufaturamento de implantes dentarios, devido aos ions liberados no
processo de degradacdo que através do transporte hematdgeno podem alcancar tecidos
distantes [48,49]. Em um estudo experimental em que implantes dentarios

confeccionados com liga de TiAlV foram instalados em coelhos, os autores encontraram
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aluminio no cérebro, rins e baco dos animais [49]. O aluminio pode estar associado a
osteomalacia, granulomatose pulmonar e neurotoxicidade [50]. Entretanto, outros
autores [51,52] afirmaram que a presenca desse ion nos fluidos corporais e tecidos
apresenta-se em niveis muito baixos para acarretar quaisquer efeitos toxicos. Nesse
estudo foi observado que o grupo experimental SBAS apresentou valores atdmicos de
aluminio em porcentagem superiores ao grupo experimental MS, o que evidenciou que
a modificacdo de superficie por jateamento com oOxido de aluminio tem o efeito
indesejado da permanéncia de residuos do ion aluminio ap6s o processo de jateamento,
guando comparados aos implantes de superficie usinada.

Em estudos prévios publicados [53,54] que empregaram a técnica de MEV-EDX
para avaliar a superficie de implantes modificados por jateamento seguido de
condicionamento acido indicaram que o ataque acido tem sido empregado como técnica
complementar ao jateamento, devido ao fato de promover uma certa homogeneizagéo
dos defeitos causados pelo processo de jateamento, através da remoc¢édo das particulas
residuais do material do jateamento na superficie e pela criacdo secundaria de micro
poros. Esta manobra confere melhores propriedades a superficie. Caracteristica
topografica semelhante foi observada nas analises realizadas por MEV e microscopia de
forca atdbmica nos implantes desse estudo experimental, em que foi possivel observar a
presenca de picos e vales, apresentando diferentes profundidades no grupo SBAS,
padrdo semelhante as superficies modificadas pelo processo de subtracéo.

A literatura tem mostrado que implantes manufaturados em Ti-cp apresentam
respostas bioldgicas superiores quando comparados aos implantes manufaturados em
TiAIV [38,39]. No entanto, quando se compara os resultados bioldgicos obtidos neste
trabalho (ELCOMI e AON) com resultados de trabalhos prévios publicados deste grupo
com metodologia semelhante que empregaram implantes manufaturados em Ti-cp e
superficie usinada e modificada por duplo condicionamento acido [19,32,34], os
resultados foram semelhantes. Este fato pode ser explicado pelo desenho dos implantes
empregados neste estudo com roscas trapezoidais. Este desenho de implante
proporciona durante 0 processo de reparo as camaras de cicatrizacdo entre as roscas,
tanto no apice como ao longo do corpo do implante. Essa macrogeometria cria
condigdes para que a modificacdo de superficie inicie seu mecanismo de acdo ja nos
momentos iniciais do processo de reparo. As camaras existentes entre as roscas

acarretam numa regido com menos pressdo em contato com o tecido 0sseo e
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consequentemente ocorre uma menor reabsor¢do, acarretando em uma cicatrizagdo
hibrida [55]. Vale ressaltar que na regido das roscas onde ha pressao ocorre 0 processo
de reabsorcdo. Estudos prévios a este [55,56] em que implantes com macroestrutura
semelhante foram utilizados mostraram formagao 6ssea lamelar no interior das camaras
de cicatrizacdo e favorecimento da deposicao 0ssea na interface osso/implante logo nos
periodos iniciais. Entretanto, vale ressaltar que neste trabalho experimental ndo foi
avaliado o processo de reparo em periodos mais iniciais para observar o inicio da
deposicao 6ssea na regido da cAmara de cicatrizagao.

Em geral os mecanismos de ancoragem dos implantes podem ser divididos em:
mecanismos biomecanicos e bioquimicos. Os implantes usinados sdo classificados
como implantes de mecanismo biomecanico, devido ao fato de permanecerem
ancorados através da capacidade que o tecido 6sseo apresenta em adentrar as pequenas
irregularidades presentes na sua superficie. Os implantes classificados como de
rugosidade moderada, assim como o implante modificado por jateamento seguido de
condicionamento &cido, favorecem a formacéo Ossea e apresentam mecanismo do tipo
bioquimico [57]. Revisdo de literatura previamente publicada [58] apontou fatores
correlacionados a rugosidade superficial do implante e a reposta bioldgica, sendo eles:
aumento da area de contato da superficie do implante, favorecimento da adeséo celular a
superficie do implante, aumento da quantidade de tecido 6sseo com a superficie do
implante, aumento da interagdo biomecanica do osso com implante. Como efeito
indesejado pode ocorrer inflamacdo da mucosa periimplantar, caso a superficie rugosa
for exposta ao meio bucal. Indo ao encontro dessas afirmacdes € possivel considerar que
a rugosidade de superficie é diretamente proporcional a area e ao perimetro 6sseo em
contato com a superficie do implante, corroborando com o0s resultados deste estudo em
gue SBAS demonstrou valores superiores de rugosidade média (Ra), medidas de
espessura em secgdo transversal, extensdo linear de contato entre osso e implante
(ELCOMI) e de area Ossea neoformada (AON) nos dois periodos avaliados quando
comparados a superficie usinada.

O jateamento com AL,O; torna a superficie dos implantes hidrofilica e rugosa
devido as trocas i6nicas que alteram a composi¢do quimica da sua superficie, atraindo
um grande numero de células osteoblasticas quando em contato com 0 0sso [59]. Em
estudo prévio publicado [29] que avaliou amostras histoldgicas de implantes com

superficie modificada por jateamento encontrou uma melhor adesdo, proliferacdo e
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diferenciacdo de osteoblastos, fato que pode ser corroborado pelos resultados
encontrados na analise histométrica realizada neste estudo experimental. No entanto,
ressalta-se que a adesdo dos fibroblastos é mais eficaz e ocorre com maior facilidade nas
superficies lisas [29].

E de grande relevancia salientar que através de comparacdes por analises
cientificas ndo é possivel afirmar que determinada topografia possui melhores
resultados que outra. Sendo que na maioria das vezes 0 sucesso do casO sera
determinado pelo planejamento, tratamento, desenho protético e cooperacdo do paciente
[60]. Entretanto, estudos experimentais como este sdo importantes no que diz respeito
ao conhecimento das caracteristicas dos implantes disponiveis comercialmente ou em
desenvolvimento, a fim de possibilitar ao profissional realizar uma indicacdo e um

planejamento adequados para cada caso.
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Concluséo
Diante dos resultados obtidos conclui-se que a modificacdo da superficie por
jateamento de 6xido de aluminio em implantes manufaturados em liga de Ti-6Al-4V
proporcionou altera¢cdes morfoldgicas na superficie, possibilitando uma otimizagéao

dos periodos iniciais de osseointegracao.
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Please provide a structured abstract of 150 to 250 words which should be divided into

the following sections:

Obijectives (stating the main purposes and research question) Materials and Methods
Results Conclusions Clinical Relevance

These headings must appear in the abstract.

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.
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TEXT

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text. Use italics for emphasis.
Use the automatic page numbering function to number the pages. Do not use field
functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar. Use the table function,
not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word

versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of
a reference included in the reference list. They should not consist solely of a reference
citation, and they should never include the bibliographic details of a reference. They
should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by

superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical
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data). Footnotes to the title or the authors of the article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.
Acknowledgments
Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section

on the title page. The names of funding organizations should be written in full.

REFERENCES

Citation

Reference citations in the text should be identified by numbers in square brackets. Some

examples:
1. Negotiation research spans many disciplines [3].
2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [5].

3. This effect has been widely studied [1-3, 7].

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have
been published or accepted for publication. Personal communications and unpublished
works should only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a

substitute for a reference list.

The entries in the list should be numbered consecutively.

Journal article

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L (2009)
Effect of high intensity intermittent training on heart rate variability in prepubescent
children. Eur J Appl Physiol 105:731-738. https://doi.org/10.1007/s00421-008-0955-8
Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long
author lists will also be accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J Med
965:325-329
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Article by DOI

Slitka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine
production. J Mol Med. https://doi.org/10.1007/s001090000086

Book

South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London Book
chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern
genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 230-257

Online document

Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

Dissertation

Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of

Title Word Abbreviations, see

ISSN.org LTWA

If you are unsure, please use the full journal title.
For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the
formatting of in- text citations and reference list.

EndNote style (zip, 2 kB)

Authors preparing their manuscript in LaTeX can use the bibtex file spbasic.bst which is

included in Springer’s LaTeX macro package.

TABLES

All tables are to be numbered using Arabic numerals.

Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.
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For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the
table.

Identify any previously published material by giving the original source in the form of a
reference at the end of the table caption.

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

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

ARTWORK AND ILLUSTRATIONS GUIDELINES

Electronic Figure Submission

Supply all figures electronically.

Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format.
MSOffice files are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files. Name your
figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.

Line Art

Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the
figures are legible at final size.

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

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum
resolution of 1200 dpi.

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

Halftone Art

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.
If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars within
the figures themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.
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Combination Art

Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line
drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.

Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one another
when converted to black and white. A simple way to check this is to make a xerographic
copy to see if the necessary distinctions between the different colors are still apparent.

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

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

Figure Lettering

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

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2—-3
mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type
on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering
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All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order. Figure parts
should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the
consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures,

"Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material)
should, however, be numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts.
Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

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

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at
the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles,
etc., as coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form of a
reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

Figures should be submitted separately from the text, if possible. When preparing your
figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and
not higher than 234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and
not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be
aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will
not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In

such cases, material from other sources should be used.
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Accessibility
In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your

figures, please make sure that

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech
software or a text-to-Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(colorblind users would then be able to distinguish the visual elements)

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

ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This
feature can add dimension to the author's article, as certain information cannot be
printed or is more convenient in electronic form.

Before submitting research datasets as electronic supplementary material, authors
should read the journal’s Research data policy. We encourage research data to be

archived in data repositories wherever possible.

Submission

Supply all supplementary material in standard file formats.

Please include in each file the following information: article title, journal name, author
names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may
require very long download times and that some users may experience other problems
during downloading.

Audio, Video, and Animations

Aspect ratio: 16:9 or 4:3 Maximum file size: 25 GB Minimum video duration: 1 sec
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Supported file formats: avi, wmv, mp4, mov, m2p, mp2, mpg, mpeg, flv, mxf, mts, m4y,

3gp
Text and Presentations

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term

viability.

A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be submitted as .csv or .xlsx files (MS Excel).

Specialized Formats

Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook),
and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files

It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the
material as a citation, similar to that of figures and tables.

Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the
animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource 4”.
Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions

For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content
of the file.
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Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received from the author without
any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
supplementary files, please make sure that

The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material Video
files do not contain anything that flashes more than three times per second (so that users

prone to seizures caused by such effects are not put at risk)

ENGLISH LANGUAGE EDITING

For editors and reviewers to accurately assess the work presented in your manuscript
you need to ensure the English language is of 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
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ETHICAL RESPONSIBILITIES OF AUTHORS

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
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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 can be
achieved by following the rules of good scientific practice, which include:

The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous

consideration.

The manuscript has not been published previously (partly 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 hint of text-recycling (“self-plagiarism”)).

A single study is not split up into several parts to increase the quantity of submissions
and submitted to various journals or to one journal over time (e.g. “salami-publishing”).
No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your
conclusions

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 are used for verbatim copying of material, and permissions are secured
for material that is copyrighted.

Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.

Consent to submit has been received explicitly from all co-authors, as well as from the
responsible authorities - tacitly or explicitly - at the institute/organization where the
work has been carried out, before the work is submitted.

Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to the
scientific work and therefore share collective responsibility and accountability for the
results.

Authors are strongly advised to ensure the correct author group, corresponding author,
and order of authors at submission. Changes of authorship or in the order of authors are
not accepted after acceptance of a manuscript.

Adding and/or deleting authors and/or changing the order of authors at revision stage
may be justifiably warranted. A letter must accompany the revised manuscript to explain

the reason for the change(s) and the contribution role(s) of the added and/or deleted



55

author(s). Further documentation may be required to support your request.

Requests for addition or removal of authors as a result of authorship disputes after
acceptance are honored after formal notification by the institute or independent body
and/or when there is agreement between all authors.

Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data in
order to verify the validity of the results. This could be in the form of raw data, samples,
records, etc. Sensitive information in the form of confidential proprietary data is
excluded.

If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an investigation
following the COPE guidelines. If, after investigation, the allegation seems to raise
valid concerns, the accused author will be contacted and given an opportunity to address
the issue. If misconduct has been established beyond reasonable doubt, this may result
in the Editor-in-Chief’s implementation of the following measures, including, but not
limited to:

If the article 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, either an erratum will be placed with the article or in severe cases
complete retraction of the article will occur. The reason must be given in the published
erratum or retraction note. Please note that retraction means that the paper is maintained
on the platform, watermarked "retracted” and explanation for the retraction is provided
in a note linked to the watermarked article.

The author’s institution may be informed.

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.
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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 fulfill the above- mentioned guidelines.

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

Position on advisory board or board of directors or other type of management
relationships

Multiple affiliations
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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.

RESEARCH INVOLVING HUMAN PARTICIPANTS AND/OR ANIMALS
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1) 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.

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 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.

2) 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).

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
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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.”

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.”

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 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
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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.”

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

AFTER ACCEPTANCE
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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 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 DOI. After release of the printed version, the

paper can also be cited by issue and page numbers.

OPEN CHOICE

Open Choice allows you to publish open access in more than 1850 Springer Nature

journals, making your research more visible and accessible immediately on publication.
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Article processing charges (APCs) vary by journal — view the full list Benefits:
Increased researcher engagement:. Open Choice enables access by anyone with an
internet connection, immediately on publication.

Higher visibility and impact: In Springer hybrid journals, OA articles are accessed 4
times more often on average, and cited 1.7 more times on average*.

Easy compliance with funder and institutional mandates: Many funders require open
access publishing, and some take compliance into account when assessing future grant
applications.

It is easy to find funding to support open access — please see our funding and support
pages for more information.

*) Within the first three years of publication. Springer Nature hybrid journal OA impact
analysis, 2018.

Open Choice
Funding and Support pages

Copyright and license term — CC BY

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with

the author. In opting for open access, the author(s) agree to publish the article under the

Creative Commons Attribution License.

Find more about the license agreement
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