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d® Ŝ SlíS
? t - ^  .* :

MVRHI

r t f W ’i  ■ RB" i  fi tjfji :: Pj j!'M i  1|J ; t i l
ANÁLISE RADIOGRÁFICA DO



GIOVANA GABARDO

ANÁLISE RADIOGRÁFICA DO DESENVOLVIMENTO DENTAL DE 

INDIVÍDUOS COM AMELOGÊNESE IMPERFEITA

Dissertação de Mestrado apresentada ao Programa 
de Pós-Graduação em Odontologia, Setor de 
Ciências da Saúde, Universidade Federal do 
Paraná, como requisito parcial à obtenção do título 
de Mestre em Odontologia.

Orientadora: Prof.a Dr.a Ângela Fernandes. 
Coorientador: Prof. Dr. José Vinícius Bolognesi 
Maciel.

CURITIBA

2019



Gabardo, Giovana
Análide do desenvolvimento dental de indivíduos com amelogênese imperfeita 

[recurso eletrônico] / Giovana Gabardo -  Curitiba, 2019.

Dissertação (mestrado) -  Programa de Pós-Graduação em Odontologia. Setor de 
Ciências da Saúde, Universidade Federal do Paraná, 2019.

Orientadora: Professora Dra. Angela Fernandes

1. Amelogênese imperfeita. 2. Estimativa da idade pelos dentes. 3. Radiografia 
panorâmica. 4. Odontologia legal. I. Fernandes, Angela. II. Universidade Federal do 
Paraná. III. Título.

CDD 617.634

Maria da Conceição Kury da Silva CRB 9/1275



atB
UFPR
UtNfiVERSfOAOe FEOERAL DO PARANÁ

MINISTÉRIO DA EDUCAÇÃO 

SETOR DE CIÊNCIAS DA SAUDE 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ 

PRÓ-REITORIA DE PESQUISA E PÓS-GRADUAÇÃO 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO ODONTOLOGIA - 

40001016065P8

TERMO DE APROVAÇÃO

Os m em bros da Banca Exam inadora designada pelo C o leg iado do Program a de Pós-G raduação em O D O N TO LO G IA  da 

Universidade Federal do Paraná foram convocados para realizar a arguição da dissertação de Mestrado de GIOVANA GABARDO  

intitulada: ANÁLISE DO DESENVOLVIMENTO DENTAL DE INDIVÍDUOS COM AMELOGÊNESE IMPERFEITA, sob orientação da 

Profa. Dra. ANGELA FERNANDES, que após após terem inquirido a aluna e realizado a avaliação do trabalho, são de parecer pela 

sua APROVAÇÃO no rito de defesa.

A outorga do títu lo  de mestre está sujeita à homologação pelo colegiado, ao atendim ento de todas as indicações e correções 

solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de Pós-Graduação.

CURITIBA, 22 de Julho de 2019.

ANGELA FERNANDES 

Presidente da Banca Examinadora (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ)

jjlxpy.. V- X*
THAYS REGIÁIA FERREIRA DA COSTA 

Avaliador Externo (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ)

JEMIR FRANCO DO ROSARIO JUNIOR 

Avaliador Externo (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ)

A v. Pref. Lothário Meissner, 632 - CURITIBA - Paraná - Brasil 
CEP 80210-170 - Tel: (41) 3360-4134 - E-mail: posodontoufpr@gmail.com

mailto:posodontoufpr@gmail.com


DEDICATÓRIA

Dedico este trabalho às pessoas mais importantes na 

minha vida: meus pais e professores Marta e Luiz Omar, 

meu irmão Rodrygo e meu noivo Luiz Rodrigo.

Não tenho palavras que expressem a gratidão por vocês 

estarem comigo em todas as horas, me incentivando e 

inspirando a sempre me dedicar. Amo vocês.



AGRADECIMENTOS

Agradeço primeiramente a Deus pelo dom da vida, e por todas as lições 

e desafios diários que me permitem aprender cada vez mais e melhorar como 

ser humano.

Aos meus queridos pais por todos os bons exemplos dados durante a vida 

e todos os ensinamentos. Esta é mais uma etapa acadêmica, a mais importante 

até agora, e sem toda a base que tive nada disso teria sido possível. Foram 

exemplos de perseverança e do que é correto, não o que é fácil. Sou quem sou 

graças a vocês.

Ao meu irmão e amigo, que sempre esteve do meu lado, e que eu sei que 

independente do que houver, posso contar com ele.

Aos meus avós e a toda a minha família por todas as orações e pelo 

alicerce construído.

Agradeço também ao meu noivo amado Luiz Rodrigo e minha enteada 

Maria Cecília. Foi necessário bastante paciência e algumas semanas de 

dedicação ao trabalho, mas com todo o apoio e compreensão recebidos foi 

possível. Tive ainda ajuda mirim para fazer minha tarefa "de dentista” .

À minha orientadora Ângela Fernandes, que mesmo com todos os 

afazeres e responsabilidades foi uma excelente orientadora e foi bastante 

solícita e empática. Sempre manteve bom humor e leveza nas relações. 

Reconheço que não deve ter sido fácil administrar tantas coisas importantes e 

ainda ser orientadora.

Ao meu coorientador José Vinicius Maciel, que ajudou como ninguém em 

etapas importantes do trabalho, e também sempre esteve disponível para 

auxiliar no que fosse preciso.

Ao Professor Ademir Franco, que esteve presente no início e no final do 

projeto e foi de suma importância para a direção a ser tomada.

Ao colega Daniel Cavassin por ter ajudado nesta etapa, e por ter sido 

companheiro nas horas boas e não tão boas assim.



À minha auxiliar e braço direito Jordana Lucca, que sempre segurou as 

pontas, me ajudou prontamente e me incentivou. A você meu super obrigada.

Ao Professor Guilherme Berger, responsável por ter me instigado a iniciar 

esta etapa importante na minha carreira acadêmica.

À técnica em radiologia Kátia, que sempre abriu as portas para que eu 

pudesse fazer minha pesquisa e nos dias mais frios ainda fez cafés deliciosos.

Agradeço à Universidade Federal do Paraná por me acolher desde a 

graduação, em 2007. Me sinto em casa e é com muita alegria que finalizo mais 

esta etapa, tendo certeza que as portas estarão sempre abertas.

A todos os professores envolvidos não só neste, mas em todos os 

desafios que tive dentro da Universidade Federal do Paraná. Cada um teve papel 

fundamental na minha formação e sou profundamente grata a cada um.

Agradeço a todos os meus colegas de mestrado, pela companhia e 

parceria em todos os momentos desta fase nas nossas vidas.



RESUMO

A amelogênese imperfeita (AI) é uma condição rara de etiologia genética, que 
resulta em defeitos no esmalte de todos os dentes de ambas as dentições do 
indivíduo afetado. O objetivo desse estudo foi analisar o desenvolvimento dental 
de indivíduos brasileiros com AI pelo método de Willems. Trata-se de um estudo 
transversal retrospectivo, no qual foram selecionadas 81 radiografias 
panorâmicas obtidas do banco de imagens do Laboratório de Imaginologia 
(LABIM) da Universidade Federal do Paraná (UFPR), de indivíduos com idades 
entre 6 e 16 anos que foram separadas em três grupos: Grupo Caso composto 
por 27 panorâmicas de indivíduos com AI; pareado com os Grupos Controle I e 
II compostos por 27 panorâmicas de indivíduos de mesmo sexo e idade, cada 
grupo. Após treinamento e calibração intra e inter examinador (Kappa 1 e 0,82, 
respectivamente). O método de Willems foi aplicado e os dados foram 
submetidos ao teste T de Student pareado (a=0,05). Não houve diferença 
estatística significante entre as idades cronológica e a estimada pelo Método de 
Willems (p=0,992) no Grupo Caso, bem como nos sexos feminino (p=0,992) e 
masculino (p=0,994) deste mesmo grupo. Também não houve diferença 
estatística entre as idades estimadas dos Grupos Caso e Controles I e II 
(p=0,210), assim como entre os sexos masculino (p=0,560) e feminino (p=0,090). 
Concluiu-se que mesmo havendo defeito na formação do esmalte, o 
desenvolvimento dental dos indivíduos com amelogênese imperfeita apresentou- 
se dentro dos padrões de normalidade, quando aplicado o método de Willems. 
Não houve diferença no desenvolvimento dental entre indivíduos do sexo 
masculino ou feminino com amelogênese imperfeita.

Palavras-chave: Amelogênese imperfeita, Estimativa da Idade pelos Dentes, 
Odontologia Legal, Radiografia panorâmica.



ABSTRACT

Amelogenesis imperfecta (AI) is a rare disease of genetic etiology, which causes 
enamel defects of all teeth of both dentition of the affected subject. The aim of 
this study was to verify if there is alteration in the dental development of Brazilian 
individuals with AI by using the Willems’ method. A retrospective cross-sectional 
study was performed, in which 81 panoramic radiographies were selected from 
the image bank of Laboratório de Imaginologia (LABIM) from Universidade 
Federal do Paraná (UFPR), of individuals aged 6 to 16, which were divided into 
three groups: Case Group composed by 27 panoramic of individuals with AI, 
paired with the Control Groups I and II composed by 27 panoramic radiographies 
of individuals of the same sex and age, each group. Willems’ method was applied 
and the data were submitted to T Student test (a=0.05). There was no statistical 
difference between chronological age and estimated age by Willems’ method 
(p=0.992) in Case Group, as well for the Female (p=0.992) and for the Male 
(p=0.994). There was also no statistical difference between the estimated ages 
of the Case Group and Controls I and II (p = 0.210), as well as between Male (p 
= 0.560) and Female (p = 0.090) ages. It was concluded that even if there was a 
defect in the enamel formation, the dental development of the individuals with 
amelogenesis imperfecta was within the normal range, when the Willems’ method 
was applied. There was no difference in dental development between male and 
female individuals with amelogenesis imperfecta.

Keywords: Amelogenesis Imperfecta, Determination of Age by Teeth, Forensic 
Dentistry, Panoramic Radiography.
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1. INTRODUÇÃO ESTENDIDA

Algumas mutações nos genes que codificam as proteínas do esmalte podem 

levar à amelogênese imperfeita (AI), que é um conjunto de doenças hereditárias que 

apresentam malformações no esmalte como fenótipo predominante (SMITH et al., 

2017).

O processo de formação do esmalte tem três fases bem definidas: secretória, 

de transição e de maturação (GADHIA et al., 2012; SMITH et al., 2017). Algumas das 

proteínas codificadas têm papéis bem conhecidos na amelogênese. Entretanto, outras 

ainda têm sua função pouco clara e mais pesquisas são necessárias para entender 

os processos essenciais para o desenvolvimento saudável do esmalte. As mutações 

nos genes podem causar AI isolada ou associada com outros problemas de saúde 

como nefrocalcinose (KIRZIOGLU et al., 2009; HIRJI et al., 2018).

Segundo Witkop et al. (1988), a AI pode ser classificada em: Hipoplásica, 

Hipomaturada, Hipocalcificada e Hipomaturada-hipoplásica com taurodontismo. Estes 

4 grupos apresentam subdivisões. Essa classificação leva em consideração aspectos 

clínicos, histológicos e genéticos. A AI tem vários fenótipos, o que invalida o aspecto 

clínico como critério único de classificação (GADHIA et al., 2012).

O fato de o esmalte também se modificar após a erupção dental é um 

inconveniente na classificação exclusiva da AI por fenótipos (SMITH et al., 2017). 

Podem também haver áreas hipocalcificadas em esmaltes hipoplásicos, bem como 

áreas hipoplásicas em esmaltes hipomaturados (WITKOP et al., 1988). O critério de 

classificação ideal é o genotípico (COLLINS et al., 1999). (Anexo)

Segundo Smith et al. (2017) a amelogênese imperfeita é representada por um 

grupo heterogêneo de defeitos hereditários no desenvolvimento do esmalte, onde este 

tecido se apresenta anormalmente fino, amolecido, frágil, esburacado, descolorido e 

com problemas estéticos e funcionais, causando perda dental precoce, grande 

constrangimento, dificuldades na alimentação e dor (HASHEM et al., 2013; 

SABANDAL et al., 2016; SMITH et al., 2017).

Ao exame radiográfico a AI pode ser diagnosticada pela ausência de imagem 

radiográfica de esmalte ou presença de uma fina camada radiopaca, redução na 

radiopacidade do esmalte e ambas as dentições podem ser acometidas (BRUSCO et 

al., 2008; ADORNO-FARIAS et al., 2019), coroas em formato pequeno, presença de 

muitos diastemas (APAYDIN et al., 2014), calcificações pulpares (ROQUEBERT et al.,
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2008), eventualmente taurodontismo (PAVLIC et al.,2007), dentes não irrompidos e 

mordida aberta anterior (MEHTA et al.,2014).

Em 2012, Urzúa et al. analisaram de forma multidisciplinar um tipo específico 

de amelogênese imperfeita em duas famílias chilenas, para obter diagnóstico preciso 

e investigar possíveis mutações subjacentes. Para isso, duas famílias com 

amelogênese imperfeita foram avaliadas com métodos clínicos, radiográficos e 

histopatológicos. Além disso, a árvore genealógica de ambas as famílias foi 

construída. A presença de oito mutações conhecidas nos genes da enamelina (ENAM) 

e três mutações no gene da enamelsina (MMP-20) foi investigada por exame de 

reação de polimerase em cadeia (PCR) e sequenciamento direto. Nas duas famílias 

com AI os dentes apresentaram esmalte amolecido que se desintegrava facilmente e 

exposição de dentina escurecida. Histologicamente, alto nível de matriz orgânica com 

organização prismática foi encontrado. A análise genética indicou que a AI era 

autossômica recessiva em ambas as famílias, sendo que em uma delas, ocorreu 

devido a uma nova mutação. Nenhuma das oito mutações previamente descritas no 

gene ENAM e das três mutações do gene MMP-20 estava presente. Os autores 

concluíram que a análise multidisciplinar permitiu o diagnóstico de amelogênese 

imperfeita hipocalcificada Wiktop tipo III, que não foi relacionada com as mutações 

dos genes ENAM e MMP-20.

A prevalência da AI varia entre 1:14000 e 1:700 em diferentes populações 

(BACKMAN e HOLM, 1986; WITKOP et al., 1988; CRAWFORD et al., 2007; SMITH 

et al., 2017)

Em 1975, Sedano examinou clinicamente 6180 crianças argentinas em idade 

escolar para verificar a presença de anormalidades orais congênitas. As seguintes 

alterações foram encontradas: hipomaturação de esmalte localizada (2,8%), língua 

geográfica (1,5%), lábios fissurados (0,7%), anquiloglossia (0,1%), amelogênese 

imperfeita (0,1%), tórus palatino (0,3%o), dentinogênese imperfeita (0,3%o) e glossite 

mediana romboidal (0,1%o).

Bilge et al. (2017) analisaram a prevalência de anomalias dentais por meio de 

1200 radiografias panorâmicas de indivíduos turcos. As anomalias dentais, congênitas 

ou adquiridas, foram divididas em cinco grupos e suas frequências foram: anomalias 

de número (17%), de tamanho (8,2%), de estrutura (0,2%), de posição (60,8%) e de
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forma (27,8%). A AI é considerada uma anomalia de estrutura e sua prevalência foi 

de 0,08%.

Em 1986, Backman e Holm verificaram a prevalência de AI em Vasterbotten, 

norte da Suécia, por meio de evidências clínicas e radiográficas. A população 

estudada foi composta por 56.694 indivíduos Suecos com idades entre 3 e 19 anos, 

nascidas entre 1963 e 1979. A AI foi diagnosticada em 79 indivíduos, sendo 41 

meninas e 38 meninos. A prevalência foi de 1,4:1000, ou seja, 1:714. Metade das 

crianças com AI tinham irmãos ou irmãs no grupo. A forma hipoplásica foi a mais 

comum (58 crianças), seguida da forma hipomaturada (16 crianças). Apenas cinco 

crianças apresentaram a forma hipomineralizada.

A AI pode estar associada com outras anomalias dentais, incluindo 

taurodontismo, ausências dentais congênitas, atraso na erupção, reabsorção 

coronária e densidade anormal do esmalte. Collins et al. (1999) avaliaram a 

prevalência de outras anomalias dentais em indivíduos com amelogênese imperfeita. 

Foram avaliados os indivíduos de nove famílias não relacionadas, sendo 22 com AI e 

13 sem AI. As radiografias panorâmicas foram avaliadas quanto à presença de 

taurodontismo, agenesias congênitas, atraso na erupção, reabsorção dentária 

patológica, calcificação pulpar e densidade radiográfica do esmalte. A densidade 

radiográfica do esmalte foi reduzida nos dentes com AI em comparação com dentes 

com esmalte normal. Esses achados sugeriram que algumas das características 

associadas com AI resultam da formação anormal do esmalte (densidade reduzida do 

esmalte, reabsorção coronária); enquanto outras podem ocorrer como resultado de 

expressão de mutação genética em outras células, que não os ameloblastos (erupção 

anormal, calcificação pulpar).

Poulsen et al. (2008) realizaram revisão de literatura com propósito identificar 

anomalias associadas com AI; bem como observar o impacto dessa anomalia na 

qualidade de vida e de saúde bucal dos pacientes, e suas consequências econômicas. 

Constataram que a maioria dos artigos eram relatos de casos ou relatos em série com 

poucos casos. As anomalias relatadas estavam relacionadas ao tempo de erupção, 

atraso ou impacção, morfologia da coroa, do órgão dentino-pulpar e na quantidade de 

dentes. A maloclusão mais relatada foi mordida aberta. Alguns casos de associação 

com cisto folicular foram relatados. As condições de higiene oral foram relatadas como 

pobres, e cálculo foi um achado comum. A AI demonstrou ter impacto negativo na 

qualidade de vida e saúde oral dos pacientes. Não foram encontrados informes sobre
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Encinas et al. (2001) relataram um caso de AI com hipoplasia, 

hipocalcificação do esmalte, agenesia dos dentes 12 e 22, atraso na erupção do dente 

23, mordida aberta com incisivos em topo e mordida cruzada posterior bilateral em 

pré-molares. Uma análise cefalométrica lateral indicou um padrão esquelético Classe 

III de origem maxilar, associado ao padrão dolicofacial com múltiplos indicadores de 

hiperdivergência facial. O paciente apresentou grande anormalidade estética da face 

e necessitou de tratamento ortodôntico antes da instalação de coroas 

metalocerâmicas, tanto em maxila quanto em mandíbula.

O atraso na erupção dental é uma das alterações observadas em indivíduos 

com AI (CRAWFORD et al., 2007; ARKUTU et al., 2012; KIRZIOGLU et al., 2019). 

Porém, há poucos estudos sobre o desenvolvimento dental destes indivíduos e 

existem dúvidas se a anomalia na formação do esmalte pode afetá-lo. Alguns métodos 

de avaliação do crescimento humano podem auxiliar a esclarecer este processo.

Existem várias alternativas para avaliar o desenvolvimento humano, tais como 

métodos radiográficos (LO RE et al., 2018), clínicos (PRAMOD et al., 2012), análise 

dos anéis cementários (MOHAN et al., 2018), análise de carbono (ALKASS et al., 

2010). Além disso, estes métodos podem utilizar dentes ou outras partes do corpo 

humano em sua análise. Alguns métodos podem ser destrutivos, quando há 

necessidade de secção ou trituração do espécime, ou não-destrutivos, quando não 

causam danos à estrutura analisada (WILLEMS et al., 2002).

Os métodos de estimativa dental auxiliam na identificação de indivíduos com 

ou sem dados ante mortem, em casos de desastres em massa (ataques terroristas, 

terremotos, tsunamis, acidentes de aviões, trens, incêndios, enchentes), abuso infantil 

ou conjugal, matrimônios, adoções, análise de marcas de mordida, mortes ou injúrias 

criminosas ou naturais (PRAMOD et al., 2012; KRISHAN et al., 2015; KIRZIOGLU et 

al., 2019). A estimativa da idade por meio dos dentes pode ser útil em casos de busca 

de asilo por refugiados, extravio de documentos, tentativa de fraude por benefícios 

relacionados à idade, nos esportes, e na área de direito em casos civis ou criminais 

(KIHARA et al., 2017). Algumas decisões clínicas no tratamento de saúde de 

indivíduos vivos, como por exemplo na ortodontia, também podem se basear em 

estimativas de idade (ESAN et al., 2017).

Os dentes são amplamente utilizados para estimativa de idade, pois seu 

desenvolvimento não sofre tanto com efeitos ambientais, como condição 

socioeconômica, desnutrição ou alteração sistêmica (KRISHAN et al., 2015;
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MOHAMMED et al., 2014). Nos casos de alteração local ou sistêmica, a erupção 

dental pode apresentar atraso de 5 a 29% no tempo de surgimento na cavidade bucal 

(PERIYAKARUPPAN et al., 2018). O desenvolvimento do dente não é influenciado 

por fatores como anquilose ou perda precoce do decíduo por destruição ou trauma, 

como acontece na erupção (PERIYAKARUPPAN et al., 2018). Além disso, os dentes 

são bastante resistentes à destruição post mortem (PERIYAKARUPPAN et al., 2018) 

como putrefação, altas temperaturas e agentes químicos (PRAMOD et al., 2012; 

KRISHAN et al., 2015). O desenvolvimento dental por meio de radiografias é o critério 

utilizado nos métodos de estimativa de idade que têm o dente como parâmetro, e não 

a erupção dental (que é um método de análise clínico) (MANJUNATHA et al., 2014).

Demirjian et al. (1973) propuseram um método para estimativa de idade dental, 

tendo como referência o aspecto radiográfico de sete dentes inferiores do lado 

esquerdo. Radiografias panorâmicas de 1446 meninos e 1482 meninas de pais 

franco-canadenses foram utilizadas. Cada dente foi classificado de acordo com o 

estágio de desenvolvimento (mineralização do esmalte, quantidade de dentina 

depositada, alterações do formato da câmara pulpar, e formato radicular) assim como 

mudanças no tamanho. Foram definidos oito estágios, de A até H, desde a primeira 

aparição de pontos calcificados até o fechamento do ápice. O método de Tanner, 

Whitehouse e Healy para maturidade esquelética foi usado para derivar o escore para 

cada estágio de cada dente. A soma de todos os sete dentes fornece um escore de 

maturidade dental que pode ser convertido diretamente em idade dental. No caso de 

dentes ausentes, a possibilidade de usar combinações de diferentes dentes é 

discutida. Apesar de o sistema de escore de maturidade provavelmente ser universal 

em sua aplicação, a conversão para idade dental, ou a locação de padrões de 

maturidade para determinadas idades depende da população considerada. O sistema 

proposto por Demirjian et al. (1973) é aplicável de três a dezesseis anos de idade. 

Porém, a literatura relata que este método superestima significativamente as idades 

cronológicas em algumas populações (YE et al., 2014; ESAN et al., 2017; HEGDE et 

al., 2017; SOBIESKA et al., 2018; PERIYAKARUPPAN et al., 2018; RANASINGHE et 

al., 2019)

Willems et al. (2001) avaliaram a acurácia do método de Demirjian em crianças 

belgas caucasianas e adaptaram o sistema de escore, em casos de superestimativa. 

Foram selecionadas 2523 radiografias panorâmicas de 1265 meninos e 1258 

meninas, dos quais 2116 (1029 meninos e 1087 meninas) foram usados para estimar
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a idade dental com o método de Demirjian (1973). As outras 407 radiografias 

panorâmicas estavam acima do limite original de idade. Uma segunda amostra de 355 

radiografias panorâmicas foi utilizada para avaliar a acurácia do método original e do 

método adaptado. A superestimativa da idade cronológica foi confirmada no método 

de Demirjian. O sistema adaptado de escore resultou em novo escore de idade 

expresso em anos, e em acurácia maior em relação ao método original na população 

estudada.

Yusof et al. (2017), em revisão sistemática, examinaram a acurácia do método 

de Willems em crianças de diferentes etnias. Para tanto, uma busca estratégica da 

literatura no PubMed, MEDLINE, Web of Science, EMBASE e busca manual foi 

utilizada para identificar os estudos publicados até setembro de 2014, que utilizaram 

o método de Willems (Demirjian modificado), com a estratégia "populações, 

intervenções, comparação e resultados” (PICO) utilizando palavras-chave MeSH, 

focando na questão: O quanto o método de Willems desvia da idade cronológica na 

estimativa de idade em crianças? As diferenças principais padronizadas foram 

calculadas para diferença da idade dental para a idade cronológica usando modelos 

de efeitos aleatórios. Foram realizadas análises de subgrupos para avaliar a 

heterogeneidade potencial. Dos 116 títulos recuperados com base na estratégia de 

pesquisa padronizada, apenas 19 artigos preencheram os critérios de inclusão para 

análise quantitativa. As estimativas agrupadas foram mantidas separadamente como 

subestimações (n = 7) e a superestimativa (n = 12) dos grupos etários cronológicos 

para ambos os sexos de acordo com os estudos primários. Para fins de comparação, 

a estimativa agregada global superestimou a idade em 0,10 (95% CI: -0,06 a 0,26) e 

0,09 (95% CI: -0,09 a 0,19) para meninos e meninas, respectivamente. A idade média 

entre diferentes regiões não apresentou significância estatística. Os autores 

concluíram que o método de Willems é apropriado para estimar a idade em crianças, 

considerando sua precisão entre diferentes populações, pesquisadores e grupos 

etários.

Além da revisão sistemática de Yusof et al. (2017), outras três sobre o Método 

de Willems foram desenvolvidas em 2017: Sehrawat e Singh (2017); Wang et al. 

(2017) e Esan et al. (2017).

Sehrawat e Singh (2017), pesquisadores indianos, avaliaram a aplicabilidade e 

acurácia do método de Willems em diversas amostras de populações quantificando 

as variações entre idades cronológica e estimada de um indivíduo. Os estudos
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selecionados foram publicados entre 2001 e 2017. O método de Willems superestimou 

menos a idade das crianças (-0,04 e -0,02 anos) em relação ao método de Demirjian 

(por volta de 6 meses). O método de Willems de estimativa de idade dental apresentou 

menor superestimativa de idade em relação a outros métodos reportados na literatura, 

portanto é acurado e confiável para ser utilizado com propósitos forenses.

Wang et al. (2017) avaliaram na China a diferença entre a idade cronológica e 

a idade estimada pelo método de Willems. Onze estudos relevantes publicados até 

28 de fevereiro de 2017 foram selecionados, totalizando 9347 indivíduos com idades 

entre 3 e 18,9 anos. Os dados agrupados indicaram que o método de Willems 

superestimou a idade cronológica em 0,18 anos para meninos e 0,06 anos para 

meninas. A análise por subgrupos mostrou diferença significativa para diferentes 

etnias. Os dados agregados demonstraram que o método de Willems não deve ser 

aplicado generalizadamente para estimativa de idade por razão de diferenças entre 

etnias, e uma validação racional é sugerida quando necessário.

O estudo de Esan et al. (2017), feito na África do Sul, comparou o método de 

Demirjian versus o método de Willems. Foram analisados 28 artigos publicados antes 

de dezembro de 2016. O método de Demirjian foi aplicado em 14109 crianças de 3 a 

18 anos de idade, 6581 do sexo masculino e 7528 do sexo feminino. O método de 

Willems foi aplicado em 10832 crianças, 5176 do sexo masculino e 5656 do sexo 

feminino de idade entre 4 e 18 anos. O método de Demirjian superestimou a idade 

cronológica tanto em meninos quanto em meninas quando os estudos foram 

agrupados em coorte por idade sexo. A maioria dos estudos que utilizaram o método 

de Willems não demonstraram superestimativa significante da idade cronológica em 

ambos os sexos. No geral, o método de Demirjian superestimou significativamente a 

idade cronológica quando comparado com o método de Willems (p<0,05). A diferença 

média ponderada para o método Demirjian foi 0,62 para meninos e 0,72 para meninas, 

enquanto para o método de Willems foi de 0,26 para meninos e 0,29 para meninas. O 

método de Willems é mais acurado na estimativa de idade em diferentes populações, 

enquanto o método de Demirjian tem uma ampla aplicação em termos de 

determinação de escores de maturidade. Para maior acurácia de estimativa de idade 

dental, métodos com padrões populacionais específicos devem ser adotados ao invés 

de métodos universais ou desenvolvidos para outras populações.
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O Método de Willems superestimou a idade cronológica (GALIC et al., 2011; 

ONAT ALTAN et al., 2016; KIHARA et al., 2017; WILLEMS et al., 2018), mas não de 

forma significativa. O referido método foi validado para uma amostra brasileira por 

Franco et al. (2013). Foram utilizadas 1357 radiografias panorâmicas de indivíduos 

com idades entre 5 e 23 anos. Os estágios de Demirjian foram utilizados nos dentes 

inferiores esquerdos, exceto terceiro molar, para os indivíduos de 5 a 15 anos de idade 

e aplicou-se o Método de Willems. Este método foi utilizado para estimativa de idade 

em grupos específicos por diferentes pesquisadores, como Souza et al. (2015) que 

analisaram o desenvolvimento dental de crianças brasileiras com HIV.

Apenas dois estudos que analisaram o desenvolvimento dental de indivíduos 

com amelogênese imperfeita foram encontrados na literatura.

Seow (1995) analisou o desenvolvimento dental de 23 indivíduos com 

amelogênese imperfeita, com idades entre 4,2 e 15,6 anos de idade e pareou cada 

indivíduo caso com 2 controles de mesmo sexo, idade e raça. A idade dental das 

crianças foi estimada com auxílio de métodos previamente estabelecidos. As idades 

no ato do exame radiográfico e estimada foram comparadas. Todos os indivíduos com 

amelogênese imperfeita apresentaram o seu desenvolvimento dental acelerado em 

aproximadamente 1,13 ±0,78 anos quando comparados com seus controles 

(p<0,001). Todas as crianças foram afetadas consistentemente, independente da 

classificação da AI. Ainda, o estudo encontrou uma tendência de os indivíduos com 

AI apresentarem impacção de dentes permanente e anomalias associadas, como 

cistos foliculares. Os resultados são importantes em planejamento ortodôntico, e 

também indicam que estes indivíduos precisam de exames precoces para detecção 

destas anormalidades.

Já Kirzioglu et al. (2019) analisou o desenvolvimento dental de indivíduos com 

amelogênese imperfeita com 3 métodos: Nolla, Demirkian e Haavikko. Dados de 58 

indivíduos (33 do sexo masculino e 25 do sexo feminino) diagnosticados com AI, de 

idades entre 6 e 15 anos, e obtidos entre 1999 e 2018 foram avaliados. Para cada 

caso, foram selecionados dois controles com as mesmas características. As idades 

cronológica e estimadas pelos 3 métodos foram calculadas e comparadas por grupo 

e por sexo. Para o desenvolvimento dental, não houve diferença estatisticamente 

significante tanto por grupo quanto por sexo. A idade dental foi superestimada pelo 

método de Demirjian e subestimada pelos métodos de Nolla e Haavikko. Haavikko e
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Nolla foram os métodos mais acurados para estimativa de idade dental. A AI não 

apresentou impacto no desenvolvimento dental.

Considerando que a AI causa defeito na formação do esmalte, e que os 

métodos de estimativa de idade dental se baseiam nos estágios de desenvolvimento 

dos dentes, o objetivo desse estudo foi verificar se existe alteração no 

desenvolvimento dental de indivíduos brasileiros com amelogênese imperfeita pelo 

método de Willems.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

2.1.1. Analisar o desenvolvimento dental de indivíduos brasileiros com 

amelogênese imperfeita pelo método de Willems.

2.2. Objetivos específicos:

2.2.1. Comparar o desenvolvimento dental de indivíduos com amelogênese 

imperfeita com o de indivíduos sem AI.

2.2.2. Verificar se há diferenças no desenvolvimento dental entre os sexos 

masculino e feminino nos indivíduos com amelogênese imperfeita.
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3.2 RESUMO

A amelogênese imperfeita (AI) é uma condição rara de etiologia genética, que resulta 
em defeitos no esmalte de todos os dentes de ambas as dentições do indivíduo 
afetado. O objetivo desse estudo foi analisar o desenvolvimento dental de indivíduos 
brasileiros com AI pelo método de Willems. Trata-se de um estudo transversal 
retrospectivo, no qual foram selecionadas 81 radiografias panorâmicas obtidas do 
banco de imagens do Laboratório de Imaginologia (LABIM) da Universidade Federal 
do Paraná (UFPR), de indivíduos com idades entre 6 e 16 anos que foram separadas 
em três grupos: Grupo Caso composto por 27 panorâmicas de indivíduos com AI; 
pareado com os Grupos Controle I e II compostos por 27 panorâmicas de indivíduos 
de mesmo sexo e idade, cada grupo. Após treinamento e calibração intra e inter 
examinador (Kappa 1 e 0,82, respectivamente). O método de Willems foi aplicado e 
os dados foram submetidos ao teste T de Student pareado (a=0,05). Não houve 
diferença estatística significante entre as idades cronológica e a estimada pelo Método 
de Willems (p=0,992) no Grupo Caso, bem como nos sexos feminino (p=0,992) e 
masculino (p=0,994) deste mesmo grupo. Também não houve diferença estatística 
entre as idades estimadas dos Grupos Caso e Controles I e II (p=0,210), assim como 
entre os sexos masculino (p=0,560) e feminino (p=0,090). Concluiu-se que mesmo 
havendo defeito na formação do esmalte, o desenvolvimento dental dos indivíduos 
com amelogênese imperfeita apresentou-se dentro dos padrões de normalidade, 
quando aplicado o método de Willems. Não houve diferença no desenvolvimento 
dental entre indivíduos do sexo masculino ou feminino com amelogênese imperfeita.

Palavras-chave: Amelogênese imperfeita, Determinação da Idade pelos 
Dentes, Odontologia Legal, Radiografia panorâmica.
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Os dentes são bastante utilizados para se fazer estimativa de idade, pois seu 

desenvolvimento não sofre com efeitos ambientais, como condição socioeconômica, 

desnutrição ou alteração sistêmica1. Nestes casos, a erupção pode apresentar atraso 

de 5 a 29% no tempo de aparecimento do dente na cavidade bucal2. O 

desenvolvimento do dente também não é influenciado por fatores como anquilose, ou 

perda precoce do decíduo, como acontece na erupção dental3. Por isso, os métodos 

de estimativa de idade dental por meio de radiografias utilizam os estágios de 

calcificação do dente como parâmetro e não a erupção (método clínico)2 Os dentes 

também são bastante resistentes à putrefação, a altas temperaturas e a agentes 

químicos2.

Os métodos de estimativa de idade dental auxiliam na identificação de 

indivíduos com ou sem dados ante mortem, em desastres em massa, abuso infantil 

ou conjugal, matrimônios, análise de marcas de mordida, mortes ou injúrias 

criminosas ou naturais14. Ainda podem ser úteis em caso de busca de asilo por 

refugiados, extravio de documentos, tentativa de fraude por benefícios relacionados a 

idade, nos esportes para impedir trapaça, e na área de direito para evitar que 

indivíduos busquem desfechos favoráveis em casos civis ou criminais, quando não 

têm a idade alegada. Algumas tomadas de decisões clínicas, como por exemplo o 

planejamento ortodôntico, também podem ser baseadas em estimativa de idade4.

A amelogênese imperfeita é uma condição rara de etiologia genética, que 

implica em defeitos no esmalte de todos os dentes de ambas as dentições do indivíduo 

afetado, cuja prevalência varia entre 1:700 a 1:140005-8. Os dentes apresentam 

esmalte fino, frágil, com textura "esburacada”, com coloração alterada7-9, o que causa 

constrangimento, dificuldades na mastigação, dor e estética pobre10. Associadas às 

características estruturais, outras alterações bucais podem ser observadas nos 

indivíduos com AI: mordida aberta anterior, atraso na erupção dental11, taurodontismo, 

reabsorção coronária de dentes não irrompidos, e calcificações pulpares12.

Os dentes com AI apresentam-se nas radiografias com ausência de imagem 

radiográfica de esmalte ou fina camada de esmalte devido à redução na densidade 

radiográfica, ambas as dentições afetadas1314, coroas em formato pequeno,

3.3 INTRODUÇÃO:
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diastemas15, calcificações pulpares16, eventualmente taurodontismo17, dentes não 

irrompidos e mordida aberta anterior18.

Apesar de existirem muitos relatos de atraso na erupção dental de pessoas 

com amelogênese imperfeita, ainda se sabe pouco a respeito do desenvolvimento 

dental destes indivíduos1920. Além disso, há dúvidas se a alteração na formação do 

esmalte afeta o desenvolvimento do dente como um todo. Os métodos de avaliação 

do crescimento e desenvolvimento destes indivíduos podem auxiliar a esclarecer 

melhor tal processo.

O método de Willems é um método de estimativa de idade dental atual e é 

amplamente utilizado. Uma revisão sistemática foi realizada21 para verificar a acurácia 

do método de Willems em crianças de diferentes grupos etários, em populações e 

regiões variadas, e concluíram que o método de Willems é apropriado para estimar a 

idade em crianças, considerando sua precisão nestas condições.

O presente estudo pretende contribuir para a área legal e de identificação 

humana, e para planejamento de procedimentos clínicos onde a estimativa de idade 

em indivíduos com amelogênese imperfeita seja requerida. A determinação do estágio 

de desenvolvimento de um indivíduo também é importante para avaliação do 

crescimento e planejamento ortodôntico.

Apenas dois estudos que analisaram o desenvolvimento dental de indivíduos 

com amelogênese imperfeita foram encontrados na literatura. Seow (1995) analisou o 

desenvolvimento dental de 23 indivíduos com amelogênese imperfeita, com idades 

entre 4,2 e 15,6 anos de idade e pareou cada indivíduo caso com 2 controles de 

mesmo sexo, idade e raça. Todos os indivíduos com amelogênese imperfeita 

apresentaram o seu desenvolvimento dental acelerado em aproximadamente 1,13 

±0,78 anos quando comparados com seus controles (p<0,001). Todas as crianças 

foram afetadas consistentemente, independente da classificação da AI. Ainda, o 

estudo encontrou uma tendência de os indivíduos com AI apresentarem impacção de 

dentes permanente e anomalias associadas, como cistos foliculares. Os resultados 

são importantes em planejamento ortodôntico, e também indicam que estes indivíduos 

precisam de exames precoces para detecção destas anormalidades.

Já Kirzioglu et al. (2019) analisou o desenvolvimento dental de indivíduos com 

amelogênese imperfeita com 3 métodos: Nolla, Demirkian e Haavikko. Dados de 58 

indivíduos (33 do sexo masculino e 25 do sexo feminino) diagnosticados com AI, de
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idades entre 6 e 15 anos, e obtidos entre 1999 e 2018 foram avaliados. Para o 

desenvolvimento dental, não houve diferença estatisticamente significante tanto por 

grupo quanto por sexo. A idade dental foi superestimada pelo método de Demirjian e 

subestimada pelos métodos de Nolla e Haavikko. Haavikko e Nolla foram os métodos 

mais acurados para estimativa de idade dental. A AI não apresentou impacto no 

desenvolvimento dental.

Sendo assim, o objetivo desse estudo foi verificar se existe alteração no 

desenvolvimento dental em indivíduos com AI pelo método de Willems. E ainda, se há 

diferença de desenvolvimento dental entre os sexos de indivíduos com AI.



Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFPR sob 

parecer número 02576818.0.0000.0102. Foi realizado treinamento para 

reconhecimento e diagnóstico da amelogênese imperfeita com imagens de artigos 

científicos121322. Foi desenvolvido estudo transversal retrospectivo, no qual foram 

analisadas radiografias panorâmicas do arquivo de imagens do Laboratório de Ensino 

e Pesquisa em Imaginologia (LABIM) do curso de Odontologia da Universidade 

Federal do Paraná (UFPR).

Foram analisadas 36630 radiografias digitais realizadas entre os anos de 2014 

e 2019, que foram obtidas em equipamento modelo OC200 (Instrumentarium -  Tuulsa 

- Finlândia) por técnicos em Radiologia. Os pacientes foram posicionados observando 

o plano de Frankfurt (trágus -  margem infraorbital) paralelo ao solo e plano sagital 

mediano perpendicular ao solo. Para tal, o sistema de posicionadores laser do 

aparelho foi utilizado para assegurar o correto posicionamento da cabeça. No 

momento da execução da radiografia o paciente era orientado a manter os dentes em 

oclusão, a ponta da língua tocando a cervical dos incisivos superiores, não deglutir e 

não respirar profundamente. As variáveis de kVp e mA variaram conforme as 

recomendações do fabricante para diferentes idades, peso e altura dos indivíduos.

Ao encontrar radiografias de indivíduos com amelogênese imperfeita, foram 

registrados: data do exame, data de nascimento e sexo. O diagnóstico da AI foi 

confirmado no prontuário do paciente. Para cada caso de AI, foram selecionados dois 

controles de mesmo sexo e idade. Algumas imagens do grupo Caso selecionadas 

estão na seção anexo.

Foram aplicados os seguintes critérios de inclusão para o Grupo Caso: 

radiografias panorâmicas de indivíduos com idades de 5 a 16 anos, com amelogênese 

imperfeita, com qualidade de imagem, presença dos dentes permanentes inferiores 

do lado esquerdo (exceto terceiros molares).

Os critérios de inclusão para os dois Grupos Controles foram os seguintes: 

radiografias panorâmicas de indivíduos sem amelogênese imperfeita, com qualidade 

de imagem, presença dos dentes permanentes inferiores do lado esquerdo (exceto 

terceiros molares), indivíduos com mesma idade e sexo daqueles do grupo caso. A 

diferença de idade considerada aceitável para o pareamento foi de até 2 meses para
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3.4 MATERIAL E MÉTODOS
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mais ou menos, em relação à idade do indivíduo do grupo caso. Dentre os controles 

selecionados, dois apresentaram mesma idade cronológica que indivíduos do grupo 

caso e a maioria apresentou alguns dias de diferença. Os critérios de exclusão foram 

perda dental bilateral, presença de tumores, síndromes que afetam desenvolvimento 

e trauma dental ou facial. Nenhuma radiografia foi excluída da amostra selecionada.

Duas radiografias não entraram na amostra: uma por não apresentar os dados 

do indivíduo e outra, de indivíduo com mais de 16 anos de idade. A amostra total foi 

composta por 81 radiografias panorâmicas, sendo 27 no Grupo Caso; 27 no Grupo 

Controle I e 27 no Grupo Controle II.

As radiografias foram analisadas por um único examinador treinado e calibrado. 

A calibração do método de Willems foi realizada em 10 radiografias panorâmicas 

digitais que não compuseram a amostra, em duas datas diferentes, com intervalo de 

dez dias entre as análises. Um segundo examinador experiente fez a leitura das 

mesmas 10 radiografias para calibração inter-examinador (k=0,861). O coeficiente de 

concordância de Kappa ponderado intra examinador demonstrou grau de 

confiabilidade intra-examinador k=1 e o menor valor foi k=0,82.

O método de Willems classifica oito estágios de mineralização dental de A a H, 

desde o início da mineralização do esmalte até a formação completa do dente 

(ANEXO 1). Cada estágio corresponde a um escore, que é encontrado em tabelas. 

Há uma tabela com escores para o sexo masculino e outra para o sexo feminino. 

Soma-se os valores de cada escore que foram aplicados a cada um dos sete dentes 

analisados e obtém-se a estimativa de idade do indivíduo. O limite de idade do método 

é 16 anos23.

Os dados obtidos foram tabulados em arquivo Excel e passaram por análise 

estatística por meio do software SPSS Statistics 2.0 (IBM, Armonk, EUA).

Para descrição dos dados coletados foram construídas tabelas de frequência 

para as variáveis categóricas e calculadas medidas descritivas para as variáveis 

contínuas (média, mediana, mínimo, máximo, quartis e desvio padrão). A normalidade 

dos dados foi verificada pelo teste Shapiro Wilk e o nível de significância considerado 

foi de 5%. Para a comparação entre grupos foi aplicado o teste t de Student para 

amostras independentes e para comparar as idades cronológicas e estimadas foi 

aplicado o teste t de Student pareado.
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Foram analisadas 81 radiografias panorâmicas, sendo que 7 eram do sexo 

feminino e 20 do sexo masculino totalizando 27 radiografias para o grupo caso, e 

números iguais para os grupos Controles I e II. A Tabela 1 e 2 mostram a distribuição 

total da amostra por sexo, idade cronológica e idade estimada.

TABELA 1: MÉDIAS E DESVIOS PADRÃO DA IDADE CRONOLÓGICA DOS GRUPOS CASO E

3.5 RESULTADOS

CONTROLES I E II, DOS SEXOS FEMININO E MASCULINO.

IDADE
CRONOLÓGICA Médias DP
GRUPOS Caso Controles I e

II Caso Controles I e 
II p

Feminino 12.06 12.05 1.68 1.58 0.992

Masculino 12.32 12.32 2.89 2.84 0.994

Total 12.26 12.25 2.6 2.56 0.992
FONTE: O Autor (2019)

Em relação à idade cronológica da amostra, não houve diferença significativa 

entre os grupos Caso e Controles I e II (p=0,992). Isto também se repete no sexo 

Feminino (p=0,992) e no Masculino (p=0,994).

TABELA 2: MÉDIAS E DESVIOS PADRÃO DE IDADE ESTIMADA DOS GRUPOS CASO E

CONTROLES I E II, DOS SEXO FEMININO E MASCULINO.

IDADE
ESTIMADA

Médias DP

GRUPOS Caso Controles I e 
II Caso Controles I e II p

Feminino 12.84 11.16 2.24 1.9 0.09

Masculino 12.38 11.93 2.88 2.65 0.56

Total 12.5 11.73 2.69 2.48 0.21
FONTE: O Autor (2019)

Não houve diferença significativa entre as idades estimadas dos grupos Caso 

e Controles I e II (p=0,21). Isto também se repete no sexo Feminino (p=0,09) e no 

Masculino (p=0,56).

A tabela 3 mostra a comparação entre as idades cronológica e a estimada pelo 

Método de Willems. No Grupo Caso não houve diferença significativa entre as idades 

(p=0,388), assim como no sexo Feminino (p=0,171) e no Masculino (p=0,877).
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No grupo Controle I houve diferença significativa entre as idades cronológica e 

a estimada (p=0,010). Isto também acontece no sexo Feminino (p=0,019). Mas, não 

no sexo Masculino (p=0,129).

TABELA 3: COMPARAÇÃO DAS MÉDIAS DAS IDADES CRONOLÓGICA E ESTIMADA ENTRE OS 

GRUPOS CASO E CONTROLES I E II, POR SEXO E TOTAL

Caso Controle I Controle II

Idade Médias DP p Idade Médias DP p Idade Médias DP p

Feminino Cronológica 12.06 1.68
0.171

Cronológica 12.06 1.64
0.019

Cronológica 12.05 1.65

Estimada 12.84 2.24 Estimada 10.73 1.53 Estimada 11.59 2.26
0.314

Médias DP p Médias DP p Médias DP p

Masculino Cronológica 12.32 2.89
0.877

Cronológica 12.34 2.86
0.129

Cronológica 12.3 2.9

Estimada 12.38 2.88 Estimada 11.91 2.61 Estimada 11.96 2.76
0.178

Médias DP p Médias DP p Médias DP p

Total Cronológica 12.26 2.6
0.388

Cronológica 12.26 2.57
0.01

Cronológica 12.24 2.61

Estimada 12.5 2.69 Estimada 11.6 2.41 Estimada 11.86 2.6
0.083

FONTE: O Autor (2019)

No grupo Controle II não houve diferença significativa entre as idades 

cronológicas e as idades estimadas (p=0,083). Tampouco nos sexos masculino e 

feminino.
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A idade cronológica da amostra não apresentou diferença significativa entre os 

grupos Caso e Controles I e II, tanto para o sexo feminino quanto masculino. Estes 

dados demonstram que a amostra foi selecionada criteriosamente e que os dois 

meses adotados como limite máximo de diferença entre as idades foi um intervalo 

adequado.

No grupo dos indivíduos com amelogênese imperfeita não houve diferença 

significativa na comparação entre as idades cronológica e estimada, tanto para o sexo 

feminino quanto para o masculino. Kirzioglu et al. (2019) também não observaram 

diferença no desenvolvimento dental de indivíduos com amelogênese imperfeita por 

três métodos diferentes: Demirjian, Nolla e Haavikko, em uma amostra de 58 

indivíduos. Tanto no presente estudo quanto no de Kirzioglu et al. (2019), a faixa etária 

estudada foi similar. Mesmo utilizando diferentes métodos de estimativa, não houve 

diferença estatística entre as idades cronológica e estimada. Provavelmente, a 

escolha do método não influencia na estimativa de idade dental.

Optou-se por utilizar o método de Willems, por ser um método atual, de fácil 

aplicação e validado em diversas populações21’24”25. Segundo a literatura, o método 

de Willems se mostrou mais acurado em relação aos métodos de Demirjian24,26,27 

Blenkin and Evans26, Nolla27 e Haavikko27, além de ter sido validado para uma amostra 

Brasileira no ano de 201328. Apesar dos aspectos positivos citados, observou-se que 

no grupo Controle I a idade dental foi subestimada pelo método de Willems, tanto para 

meninas quanto para a totalidade dos indivíduos deste grupo. Talvez isso esteja 

relacionado ao tamanho reduzido da amostra. Uma amostra pequena pode distorcer 

os resultados. A alimentação, fatores locais e ambientais, e a etnia podem ter exercido 

influência nestes resultados. Além disso, o tamanho da amostra de indivíduos do sexo 

feminino neste estudo foi pequeno em relação ao estudo de Kirzioglu et al. (2019), 

que estudaram 25 meninas de 6 a 15 anos.

Os estudos de Esan et al. (2017), Yusof et al. (2017) e Sehrawat et al. (2017) 

por meio de revisões sistemáticas com meta análise, avaliaram o Método de Willems 

quanto à sua acurácia e foi relatado que estatisticamente o este método não desvia 

da idade cronológica. Alguns estudos demonstraram que o método de Willems 

subestimou as idades dentais em relação à idade cronológica 29-32; enquanto em 

outros, houve uma superestimativa da idade dental27,2933-37. Talvez a oscilação destes

3.6 DISCUSSÃO
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resultados se deva ao fato de o método ter sido aplicado em diferentes populações. 

Por mais que nas revisões sistemáticas não haja diferença estatisticamente 

significante, quando se tem populações diferentes pode haver alteração na análise 

estatística pela soma de fatores, como a etnia, hábitos, clima, fatores 

sociodemográficos e ambientais. No presente estudo, para os Grupos Caso e 

Controle II não foram observadas diferenças estatísticas entre as idades cronológica 

e estimadas, bem como para os meninos do Grupo Controle I.

A amelogênese imperfeita é uma condição rara e de características peculiares. 

Logo, essa anomalia, por si só, confere unicidade ao indivíduo, sendo um importante 

sinal nos casos de identificação humana. Porém, quando houver necessidade, 

métodos de estimativa de idade dental podem ser aplicados com confiabilidade em 

indivíduos com amelogênese imperfeita pois os resultados demonstraram, assim 

como no estudo de Kirzioglu et al. (2019), que o não há alterações no desenvolvimento 

dental de indivíduos com AI.

Existe atraso na erupção dental de indivíduos com amelogênese imperfeita, 

porém são escassos os estudos sobre o desenvolvimento dental desta população. 

Kirzioglu et al. (2019) concluíram que a AI não afeta o desenvolvimento corono- 

radicular. Já Seow (1995) mostrou que o desenvolvimento dental de pacientes com 

amelogênese imperfeita teve uma superestimativa de 1,13 ± 0,78 anos em relação ao 

grupo Controle. No presente estudo houve acurácia do método de Willems nos grupos 

Caso e Controle II sob o ponto de vista estatístico, mas os dados brutos indicam que 

o Método de Willems superestimou a idade no grupo Caso. Parece que indivíduos 

com amelogênese imperfeita têm seu desenvolvimento dental acelerado em relação 

a indivíduos sem AI. Porém, o resultado estatístico foi insignificante. No grupo 

Controle II houve subestimação insignificante da idade pelo método referido.

Com os resultados deste estudo e os de Kirzioglu (2019), foi possível verificar 

que diferentes métodos de estimativa de idade dental mostraram resultados acurados 

em indivíduos com AI. Para procedimentos e intervenções onde o desenvolvimento 

dental é tomado como parâmetro, os indivíduos com AI podem ser tratados como 

qualquer outro indivíduo.

Por ser um centro de referência regional no tratamento da AI, a Universidade 

Federal do Paraná pode ser um fator de concentração de mais casos do que a
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prevalência real da população onde está localizada. Porém, a quantidade de casos 

encontrados (1:1356) está de acordo com a prevalência descrita na literatura.

Uma limitação do estudo é a amostra pequena, obtida por conveniência, o que 

pode gerar o viés de não ser representativa da população. Além disso, para estudos 

de estimativa de idade, recomenda-se distribuição mais homogênea por faixa etária. 

Tal condição não foi possível devido à AI ser uma condição rara.

Também não foram considerados outros fatores, como subnutrição, nível 

socioeconômico e fatores climáticos, e demográficos. Sugere-se novos estudos com 

amostra maior e obtido de forma aleatória, de localidades diferentes e levando em 

consideração dados sociodemográficos.

Este estudo demonstrou que apesar de haver alteração na formação do 

esmalte, o desenvolvimento dos dentes não sofre alteração. Logo, os dentes 

continuam sendo uma ferramenta confiável para estimativa de idade, mesmo quando 

métodos diferentes foram utilizados e do fato de eles terem uma anomalia de estrutura 

que afeta a formação do esmalte. Nos casos em que houver necessidade de estimar 

idade, o método é confiável também para indivíduos com AI.
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3.7 CONCLUSÕES

O desenvolvimento dental de indivíduos com amelogênese imperfeita da 

amostra estudada encontra-se dentro dos padrões de normalidade quando aplicado o 

Método de Willems.

Não houve diferença de desenvolvimento dental entre os sexos masculino e 

feminino com amelogênese imperfeita.

Sugerem-se novos estudos de indivíduos com amelogênese imperfeita com 

amostra maior e de diferentes etnias.
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4- CONCLUSÕES

Com base nas características da amostra e nos resultados pode-se concluir que:

•  O desenvolvimento dental de indivíduos com amelogênese imperfeita 

encontra-se dentro dos padrões de normalidade quando aplicado o método de 

Willems.

•  Não houve diferença no desenvolvimento dental entre indivíduos do sexo 

masculino ou feminino com amelogênese imperfeita.

•  Sugerem-se novos estudos de indivíduos com amelogênese imperfeita com 

amostra maior e de diferentes etnias.
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ANEXO 2- Planilha de coleta de dados

5 |________       Grupo Afetados

Identificação Sexo
Data de 

Nasciment
Data do 
Exame

Idade ao 
ezame 31 31 valor 32 32 valor 33 33 valor 34 34 valor 35 35 valor 36 36 valor 37 37 valor Idade

1 0 24^1072005 09/10/2018 13.0 8 3.14 8 0.7 7 1.72 7 1.58 8 0.35 8 2.21 6 1.28 10.98
2 0 21/02/2002 11/12/2015 13.8 8 3.14 8 0.7 8 2 8 2.19 8 1.51 8 2.21 8 4.04 15.79
3 0 21/02/2002 17/05/2016 14.2 8 3.14 8 0.7 8 2 8 2.19 8 1.51 8 2.21 8 4.04 15.79
4 0 10/05/2006 16/03/2018 11.9 8 3.14 8 0.7 8 2 7 1.58 8 1.51 8 2.21 7 2.09 13.23
5 0 10/05/2006 21/08/2017 11.3 8 3.14 8 0.7 7 1.72 7 1.58 7 0.55 8 2.21 7 2.09 11.99
6 0 18/11/2004 24/06/2015 10.6 8 3.14 7 0.79 7 1.72 7 1.58 7 0.55 8 2.21 7 2.09 12.08
7 0 30/06/2009 09/03/2019 9.7 8 3.14 8 0.7 7 1.72 6 1.27 6 0.35 8 2.21 5 0.66 10.05
8 1 27/05/2006 19/11/2018 12.5 8 2.19 8 1.64 7 1.09 7 2.43 8 0 45 8 2.15 7 2.48 12.43
9 1 09/02/2001 20/08/2015 14.5 8 2.19 8 1.64 8 1.9 8 2.83 8 1.15 8 2.15 8 4.17 16.03
0 1 09/02/2001 25/05/2015 14.3 8 2.19 8 1.64 8 1.9 8 2.83 8 1.15 8 2.15 8 4.17 16.03
11 1 27/05/2006 31/08/2015 9.3 8 2.19 7 1.32 6 04 7 6 2.03 5 0.33 7 1.95 5 1.31 9.6
12 1 27/05/2006 15/08/2017 11.2 8 2.19 7 1.32 6 04 7 6 2.03 8 0 45 8 2.15 6 2 10.61
13 1 01/07/2000 18/09/2015 15.2 8 2.19 8 1.64 7 1.09 8 2.83 7 0.4 8 2.15 7 2.48 12.78
14 1 28/04/2001 05/04/2017 15.9 8 2.19 8 1.64 8 1.9 8 2.83 8 1.15 8 2.15 7 2.48 14.34
15 1 10/01/2009 15/08/2017 8.6 7 2.7 6 1.08 5 0.31 4 1.11 4 0.27 7 1.95 4 0.8 8.22
18 1 18/02/2011 15/08/2017 6.5 6 1.86 5 0.74 4 0.04 4 1.11 4 0 27 6 1.6 3 0.71 6.33
17 1 31/03/2001 18/08/2017 16 4 8 2.19 8 1.64 8 1.9 8 2.83 1.15 8 2.15 8 4.17 16.03
18 1 28/02/2005 17/02/2017 12.0 8 2.19 8 1.64 8 1.9 8 2.83 7 0.4 8 2.15 7 2.48 13.59
19 1 10/07/2004 14/11/2017 13.3 8 2.19 8 1.64 7 1.09 7 2.43 0.45 8 2.15 6 2 11.95
20 1 24/03/2003 10/08/2018 15 4 8 2.19 8 1.64 7 1.09 8 2.83 7 0.4 8 2.15 7 2.48 12.78
21 1 01/09/2009 27/07/2018 8.9 8 2.19 7 1.32 6 04 7 6 2.03 0.33 8 2.15 5 1.31 9.8
22 1 09/02/2011 25/09/2018 7.6 7 2.7 7 1.32 5 0.31 5 1.48 4 0.27 7 1.95 3 0.71 8.74
23 1 22/11/2006 01/08/2018 11.7 8 2.19 8 1.64 7 1.09 7 2.43 7 0.4 8 2.15 6 2 11.9
24 1 22/02/2006 09/03/2019 13.0 8 2.19 8 1.64 8 1.9 8 2.83 1.15 8 2.15 8 4.17 16.03
25 1 15/05/2007 09/03/2019 11.8 8 2.19 8 1.64 7 1.09 7 2.43 7 0.4 8 2.15 6 2 11.9
26 1 08/05/2004 09/03/2019 14 8 8 2.19 8 1.64 8 1.9 8 2.83 1.15 8 2.15 8 4.17 16.03
27 1 19/09/2005 09/03/2019 12.2 8 2.19 8 1.64 7 1.09 7 2.43 7 0.4 8 2.15 7 2.48 12.38
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Anexo 3 -  Método de Willems

Os estágios têm características específicas descritos a seguir:

A - Início de calcificação na porção superior da cripta, em forma de cone ou cones 

invertidos, sem fusão entre os pontos de calcificação;

B - Fusão dos pontos de calcificação, formação de cúspides e delimitação da 

superfície oclusal;

C - Formação completa do esmalte oclusal, início da extensão cervical, deposição de 

dentina na porção superior e início do contorno da câmara pulpar;

D - Coroa quase completa antes da junção amelocementária, com o teto da câmara 

pulpar bem definido, início da formação radicular em forma de espícula;

E - Paredes da câmara pulpar mais definidas, tamanho da raiz menor do que a altura 

da coroa para os dentes posteriores, presença marcante dos cornos pulpares e início 

da bi ou trifurcação radicular;

F - Paredes da câmara pulpar formando um triângulo isósceles, tamanho da raiz 

semelhante ou ligeiramente maior do que a altura da coroa. Na região de furca dos 

dentes posteriores a calcificação tem forma semilunar, os condutos são amplos com 

paredes terminando em bisel;

G - Paredes do canal paralelas e ápice parcialmente aberto;

H - Ápice fechado e espaço periodontal uniforme ao redor da raiz e ápice.

FIGURA 1 -  ESTÁGIOS DE MATURAÇAO DENTARIA SEGUNDO DEMIRJIAN et al. (1973).

FONTE: Demirjian et al., 197338.



47

Tabela de Demirjian adaptada por Willems, onde a somatória dos escores dos 

estágios de desenvolvimento dos dentes corresponde à estimativa de idade para

meninos:

DENTE A B C D E F G H
Incisivo
central

1.68 1.49 1.5 1.86 2.07 2.19

Incisivo
lateral

0.55 0.63 0.74 1.08 1.32 1.64

Canino 0.04 0.31 0.47 1.09 1.9

1° pré- 
molar

0.15 0.56 0.75 1.11 1.48 2.03 2.43 2.83

2° pré- 
molar

0.08 0.05 0.12 0.27 0.33 0.45 0.4 1.15

1°
molar

0.69 1.14 1.6 1.95 2.15

2°
molar

0.18 0.48 0.71 0.8 1.31 2 2.48 4.17

Tabela de Demirjian adaptada por Willems, onde a somatória dos escores dos 

estágios de desenvolvimento dos dentes corresponde à estimativa de idade para 

meninas:

DENTE A B C D E F G H
Incisivo
central

1.83 2.19 2.34 2.82 3.19 3.14

Incisivo
lateral

0.29 0.32 0.49 0.79 0.7

Canino 0.6 . 0.54 0.62 1.08 1.72 2

1° pré- 
molar

-0.95 -0.15 0.16 0.41 0.6 1.27 1.58 2.19

2° pré- 
molar

-0.19 0.01 0.27 0.17 0.35 0.35 0.55 1.51

1°
molar

0.62 0.9 1.56 1.82 2.21

2° 0.14 0.11 0.21 0.32 0.66 1.28 2.09 4.04
molar
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Anexo 4- Imagem de Collins et al., 1999.
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ANEXO 5 -  Imagens de radiografias para exemplificar o Grupo Caso
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Submission declaration and verification
Subm ission o f an a rtic le  im p lies th a t th e  w o rk  described has no t been published p rev ious ly  (excep t in 
th e  fo rm  o f an abs trac t, a published lec tu re  o r academ ic thes is , see 'M u ltip le , redunda n t o r concu rren t 
p u b lica tio n ' fo r  m ore  in fo rm a tio n ), th a t it is no t under cons ide ra tion  fo r  pub lica tion  e lsew here , th a t 
its pub lica tion  is approved by all au th o rs  and ta c it ly  o r  e x p lic it ly  by th e  responsib le  a u th o ritie s  w here 
th e  w o rk  was carried  o u t, and th a t, if accepted , it w ill no t be published e lsew here in th e  sam e fo rm , in 
English o r in any o th e r language, inc lud ing e le c tro n ica lly  w ith o u t th e  w r itte n  consen t o f th e  c o p y rig h t
holder. To v e r ify  o rig in a lity , y o u r a rtic le  m ay be checked by th e  o r ig in a lity  de tec tion  serv ice  C rossre f 
S im ila r ity  C heck.

Use o f inclusive language
In c lus ive  language acknow ledges d ive rs ity , conveys respect to  all people, is sens itive  to  d iffe rences, 
and p rom o tes equal o p p o rtu n itie s . A rtic les  should m ake no assum ptions  abou t th e  be lie fs o r 
c o m m itm e n ts  o f any reader, should con ta in  no th ing  w hich m ig h t im p ly  th a t one ind iv idua l is su p e rio r 
to  a n o th e r on th e  g rounds o f race, sex, cu ltu re  o r any o th e r ch a rac te ris tic , and should use inc lus ive  
language th ro u g h o u t. A u tho rs  should ensure  th a t w ritin g  is free  fro m  bias, fo r  instance by using 'he 
o r she ', 'h is /h e r ' instead o f 'he ' o r 'h is ', and by m aking  use o f jo b  t it le s  th a t are free  o f s te reo typ ing  
(e .g . 'cha irpe rson ' instead o f 'cha irm a n ' and 'f l ig h t a tte n d a n t' instead o f 's tew a rdess ').

Author contributions
For transpa rency, we encourage au tho rs  to  su b m it an a u th o r s ta te m e n t file  o u tlin in g  th e ir  ind iv idua l 
c o n tr ib u tio n s  to  th e  paper using th e  re levan t CRediT ro les: C oncep tua liza tion ; Data cu ra tio n ; 
Form al ana lys is ; Funding a cq u is itio n ; In v e s tig a tio n ; M ethodo logy; P ro ject a d m in is tra tio n ; Resources; 
S o ftw a re ; S upe rv is ion ; V a lida tion ; V isua liza tion ; R o les/W riting  - o rig ina l d ra ft;  W riting  - rev iew  & 
ed iting . A u tho rsh ip  s ta te m e n ts  should be fo rm a tte d  w ith  th e  nam es o f au th o rs  f irs t  and CRediT ro le (s) 
fo llow ing . More de ta ils  and an exam ple

Changes to authorship
A utho rs  are expected to  cons ide r ca re fu lly  the  lis t and o rd e r o f au tho rs  before su b m ittin g  th e ir  
m a nuscrip t and p rov ide  th e  d e fin itive  lis t o f au tho rs  a t th e  tim e  o f th e  o rig ina l subm iss ion . Any 
a d d itio n , de le tion  o r rea rra n g e m e n t o f a u th o r nam es in th e  au th o rsh ip  lis t should be m ade on ly  
before th e  m anusc rip t has been accepted and on ly  if  approved by th e  jo u rn a l Editor. To request such 
a change, th e  E d ito r m u s t receive the  fo llow ing  fro m  th e  corresponding author: (a ) th e  reason 
fo r  th e  change in a u th o r lis t and (b ) w r itte n  co n firm a tio n  (e -m a il, le tte r)  fro m  all au tho rs  th a t th e y  
agree w ith  th e  a d d itio n , rem oval o r rea rrangem e n t. In  th e  case o f add ition  o r rem oval o f au tho rs , 
th is  includes co n firm a tio n  fro m  th e  a u th o r being added o r rem oved.
O n ly  in excep tiona l c ircum stances w ill th e  E d ito r cons ide r th e  a dd ition , de le tion  o r rea rra n g e m e n t o f 
a u tho rs  after th e  m anuscrip t has been accepted. W hile  th e  E d ito r considers th e  request, pub lica tion  
o f th e  m a nusc rip t w ill be suspended. I f  the  m a nusc rip t has a lready  been published in an on line  issue, 
any requests  approved by the  E d ito r w ill resu lt in a co rrigendu m .

Article transfer service
This jo u rn a l is p a rt o f o u r A rtic le  T ransfe r Service. This m eans th a t if the  E d ito r fee ls y o u r a rtic le  is 
m ore su itab le  in one o f o u r o th e r p a rtic ip a tin g  jo u rn a ls , then  you m ay be asked to  cons ide r tra n s fe rr in g  
th e  a rtic le  to  one o f those . I f  you agree , y o u r a rtic le  w ill be tra n s fe rre d  a u to m a tica lly  on y o u r beha lf 
w ith  no need to  re fo rm a t. Please note  th a t y o u r a rtic le  w ill be review ed again by th e  new jo u rn a l. 
More in fo rm a tio n .

Copyright
Upon acceptance o f an a rtic le , au tho rs  w ill be asked to  com p le te  a 'Journal Publishing A g reem en t' (see 
m ore in fo rm a tio n  on th is ) . An e -m a il w ill be sen t to  th e  co rrespond ing  a u th o r con firm ing  rece ip t o f 
th e  m a nusc rip t to g e th e r w ith  a 'Journa l Publishing A g reem en t' fo rm  o r a lin k  to  th e  on line  vers ion  
o f th is  ag reem en t.
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S ubscribers m ay reproduce tab les  o f con ten ts  o r p repare  lis ts  o f a rtic les  inc lud ing  abstrac ts  fo r  in te rna l 
c ircu la tion  w ith in  th e ir  in s titu tio n s . Perm ission o f th e  Publisher is requ ired  fo r  resale o r d is tr ib u tio n  
ou ts ide  the  in s titu tio n  and fo r  all o th e r d e riva tive  w o rks , inc lud ing  com p ila tions  and tra n s la tio n s . I f  
exce rp ts  fro m  o th e r copyrigh ted  w orks  are inc luded , th e  a u th o r(s ) m us t ob ta in  w r itte n  perm ission 
fro m  th e  co p y rig h t ow ners and c re d it th e  source (s) in th e  a rtic le . E lsevier has p rep rin ted  fo rm s  fo r  
use by au tho rs  in these  cases.

For gold open access a rtic les : Upon acceptance o f an a rtic le , au tho rs  w ill be asked to  com p le te  an 
'Exclus ive  License A g reem en t' ( m ore in fo rm a tio n ). P erm itted  th ird  p a rty  reuse o f gold open access 
a rtic les  is de te rm ined  by th e  a u th o r's  choice o f user license .

A u th o r r ig h ts
As an a u th o r you (o r y o u r e m p lo ye r o r in s titu tio n ) have ce rta in  r igh ts  to  reuse y o u r w ork . More 
in fo rm a tio n .

Elsevier supports responsible sharing
Find o u t how you can share  y o u r research published in E lsevier jo u rn a ls .

Role o f the funding source
You are requested to  id e n tify  w ho prov ided  financ ia l su p p o rt fo r  th e  conduc t o f th e  research a n d /o r 
p repa ra tion  o f the  a rtic le  and to  b rie fly  describe th e  ro le  o f th e  sponso r(s ), if  any, in s tu d y  des ign ; in 
th e  co llec tion , ana lys is  and in te rp re ta tio n  o f d a ta ; in th e  w ritin g  o f th e  re p o rt; and in the  decision to  
su b m it th e  a rtic le  fo r  pub lica tion . I f  the  fund ing  source (s) had no such in vo lve m e n t then  th is  should 
be s ta ted .

Funding body agreements and policies
Elsevier has estab lished a num be r o f ag reem en ts  w ith  fund ing  bodies w hich a llow  au tho rs  to  com p ly  
w ith  th e ir  fu n d e r's  open access policies. Som e fund ing  bodies w ill re im burse  th e  a u th o r fo r  the  gold 
open access pub lica tion  fee. D eta ils o f ex is ting  ag reem en ts  are ava ilab le  on line.
A fte r acceptance, open access papers w ill be published under a noncom m erc ia l license. For au tho rs  
requ iring  a com m erc ia l CC BY license, you can app ly  a fte r  y o u r m anuscrip t is accepted fo r  pub lica tion .

Open access
This jo u rn a l o ffe rs  au tho rs  a choice in pub lish ing  th e ir  research:

S ubscrip tion
• A rtic les  are m ade ava ilab le  to  subscribers  as well as deve lop ing  coun tries  and p a tie n t g roups th ro u g h  
o u r un iversa l access p ro g ra m s .
• No open access pub lica tion  fee payable by au thors .
• The A u th o r is e n title d  to  post th e  accepted m a nusc rip t in th e ir  in s titu tio n 's  re p o s ito ry  and m ake th is  
pub lic  a fte r  an em bargo period (know n as green Open Access). The published jo u rn a l a rtic le  canno t be 
shared pub lic ly , fo r  exam p le  on ResearchGate o r A cadem ia .edu , to  ensure  th e  su s ta in a b ility  o f peer- 
rev iew ed research in jo u rn a l pub lica tions. The em bargo  period fo r  th is  jo u rn a l can be found below. 
Gold open access
• A rtic les  are fre e ly  ava ilab le  to  both subscribers  and the  w id e r pub lic  w ith  p e rm itte d  reuse.
• A gold open access pub lica tion  fee is payable by au tho rs  o r on th e ir  behalf, e .g . by th e ir  research 
fu n d e r o r in s titu tio n .

Regardless o f how you choose to  pub lish  y o u r a rtic le , the  jo u rn a l w ill app ly  the  sam e peer rev iew  
c rite ria  and acceptance standards.

For gold open access a rtic les , p e rm itte d  th ird  p a rty  (re )use  is defined by the  fo llow ing  C reative  
C om m ons user licenses:

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)
For non -com m erc ia l purposes, lets o the rs  d is tr ib u te  and copy the  a rtic le , and to  include in a co llec tive  
w o rk  (such as an a n th o lo g y ), as long as th e y  c re d it th e  a u th o r(s ) and provided th e y  do no t a lte r  o r 
m o d ify  th e  a rtic le .

The gold open access pub lica tion  fee fo r  th is  jo u rn a l is USD 2650, exc lud ing  taxes. Learn m ore  abou t 
E lsevier's pric ing  po licy : h ttp s ://w w w .e lse v ie r.co m /o p e n a cce ssp ric in g .
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Green open access
A utho rs  can share th e ir  research in a v a r ie ty  o f d iffe re n t ways and E lsevier has a num be r o f green open 
access op tions  ava ilab le . We recom m end au tho rs  see o u r open access page fo r  fu r th e r  in fo rm a tio n . 
A u tho rs  can also se lf-a rch ive  th e ir  m anuscrip ts  im m e d ia te ly  and enab le  pub lic  access fro m  th e ir  
in s titu tio n 's  re p o s ito ry  a fte r  an em bargo  period. This is th e  ve rs ion  th a t has been accepted fo r  
pub lica tion  and w hich ty p ica lly  includes a u th o r-in co rp o ra te d  changes suggested du ring  subm iss ion , 
peer rev iew  and in e d ito r-a u th o r com m un ica tions . Em bargo period : For subscrip tion  a rtic les , an 
a p p rop ria te  a m o u n t o f t im e  is needed fo r  jo u rn a ls  to  d e live r va lue  to  subscrib ing  custom ers  before 
an a rtic le  becom es fre e ly  ava ilab le  to  the  public. This is th e  em bargo  period and it  begins fro m  the  
da te  th e  a rtic le  is fo rm a lly  published on line  in its fina l and fu lly  c itab le  fo rm . Find o u t m o re .

This jo u rn a l has an em bargo  period o f 12 m onths.

Elsevier Researcher Academy
Researcher A cadem y is a free  e -lea rn ing  p la tfo rm  designed to  su p p o rt e a rly  and m id -ca re e r 
researchers th ro u g h o u t th e ir  research jo u rn e y . The "Learn" e n v iro n m e n t a t Researcher Academ y 
o ffe rs  severa l in te ra c tive  m odu les, w eb ina rs , dow n loadab le  gu ides and resources to  gu ide  you th ro u g h  
th e  process o f w r itin g  fo r  research and going th ro u g h  peer review . Feel free  to  use these  free  resources 
to  im prove  y o u r subm ission  and nav iga te  th e  pub lica tion  process w ith  ease.

Language (usage and editing services)
Please w rite  y o u r te x t  in good English (A m erican  o r B ritish  usage is accepted , bu t no t a m ix tu re  o f 
these ). A u tho rs  w ho feel th e ir  English language m a nusc rip t m ay requ ire  ed iting  to  e lim in a te  possible 
g ram m atica l o r spe lling  e rro rs  and to  con fo rm  to  co rre c t sc ien tific  English m ay w ish to  use th e  English 
Language Editing serv ice  ava ilab le  fro m  E lsevier's W ebShop.

Submission
O ur on line  subm iss ion  sys tem  gu ides you stepw ise  th ro u g h  th e  process o f en te ring  y o u r a rtic le  
de ta ils  and up load ing y o u r files . The sys tem  conve rts  y o u r a rtic le  files  to  a s ing le  PDF file  used in 
th e  pee r-rev iew  process. Editab le  files  (e .g ., W ord, LaTeX) are requ ired  to  ty p e se t y o u r a rtic le  fo r  
fina l pub lica tion . All co rrespondence, inc lud ing no tifica tio n  o f th e  E d ito r's  decision and requests fo r  
rev is ion , is sen t by e -m a il.

Submit your article
Please su b m it y o u r a rtic le  via h ttp s ://e e s .e lse v ie r.co m /fs i/d e fa u lt.a sp ? p g  = lo g in .a sp .

PREPARATION  

NEW SUBMISSIONS
Subm ission to  th is  jo u rn a l proceeds to ta lly  on line  and you w ill be guided stepw ise  th ro u g h  th e  c rea tion  
and up load ing o f y o u r files . The sys tem  a u to m a tica lly  conve rts  y o u r file s  to  a s ing le PDF file , which 
is used in th e  pee r-rev iew  process.
As p a rt o f th e  Your Paper Your W ay serv ice , you m ay choose to  su b m it y o u r m a nusc rip t as a s ing le  file  
to  be used in th e  re fe ree ing  process. This can be a PDF file  o r a Word docum en t, in any fo rm a t o r lay
o u t th a t can be used by re ferees to  eva lua te  y o u r m anuscrip t. I t  should con ta in  high enough q u a lity  
figu res  fo r  re fe ree ing . I f  you p re fe r to  do so, you m ay s till p rov ide  all o r som e o f th e  source files  a t 
th e  in itia l subm iss ion . Please note  th a t ind iv idua l fig u re  files  la rge r than  10 MB m ust be uploaded 
separate ly .

References
There are no s tr ic t requ irem en ts  on re ference fo rm a ttin g  a t subm iss ion . References can be in any 
s ty le  o r fo rm a t as long as the  s ty le  is cons is ten t. W here app licab le , a u th o r(s ) nam e(s ), jo u rn a l t i t le /  
book t it le ,  cha p te r t it le /a r t ic le  t it le ,  ye a r o f pub lica tio n , vo lum e  n u m b e r/b o o k  ch a p te r and th e  a rtic le  
n um be r o r pag ina tion  m us t be present. Use o f DOI is h igh ly  encouraged. The re fe rence  s ty le  used by 
th e  jo u rn a l w ill be app lied  to  th e  accepted a rtic le  by E lsevier a t the  p roo f s tage. Note th a t m issing 
data w ill be h igh ligh ted  a t p ro o f s tage fo r  th e  a u th o r to  co rrect.

Formatting requirements
There are no s tr ic t fo rm a ttin g  requ irem en ts  bu t all m anuscrip ts  m us t con ta in  th e  essentia l e lem ents  
needed to  convey y o u r m anuscrip t, fo r  exam p le  A bs trac t, Keyw ords, In tro d u c tio n , M ateria ls  and 
M ethods, Results, C onclusions, A rtw o rk  and Tables w ith  C aptions.
I f  y o u r a rtic le  includes any V ideos a n d /o r  o th e r S upp lem e n ta ry  m a te ria l, th is  should be included in 
y o u r in itia l subm ission  fo r  peer rev iew  purposes.
D ivide th e  a rtic le  in to  c lea rly  defined sections.
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Figures and tables embedded in text
Please ensure  th e  figu res  and th e  tab les  included in th e  s ing le  file  are placed nex t to  th e  re levan t te x t 
in th e  m anuscrip t, ra th e r than  a t th e  b o tto m  o r th e  top  o f th e  file . The co rrespond ing  cap tion  should 
be placed d ire c tly  below  the  fig u re  o r tab le .

Peer review
This jo u rn a l opera tes a doub le  b lind rev iew  process. All co n tr ib u tio n s  w ill be in itia lly  assessed by the  
e d ito r fo r  s u ita b ility  fo r  th e  jo u rn a l. Papers deem ed su itab le  are then  ty p ica lly  sen t to  a m in im u m  o f 
tw o  independen t e xp e rt rev iew ers  to  assess th e  sc ien tific  q u a lity  o f the  paper. The E d ito r is responsib le  
fo r  th e  fina l decision regard ing  acceptance o r re jec tion  o f a rtic les . The Ed ito r's  decision is fina l. More 
in fo rm a tio n  on types  o f peer re v ie w .

Double-blind review
This jo u rn a l uses doub le -b lind  rev iew , w hich m eans th e  id e n titie s  o f th e  au tho rs  are concealed fro m  
th e  rev iew ers , and vice versa. More in fo rm a tio n  is ava ilab le  on o u r w ebsite . To fa c ilita te  th is , please 
include the  fo llow ing  sepa ra te ly :
Title page (with author details): Th is should include th e  t it le ,  au tho rs ' nam es, a ffilia tio n s , 
acknow ledgem en ts  and any D eclara tion  o f In te re s t s ta te m e n t, and a com p le te  address fo r  the  
co rrespond ing  a u th o r inc lud ing  an e -m a il address.
Blinded manuscript (no author details): The m ain body o f the  paper (inc lud ing  th e  re ferences, 
fig u re s , tab les  and any acknow ledgem en ts ) should no t include any id e n tify in g  in fo rm a tio n , such as 
th e  a u tho rs ' nam es o r a ffilia tio n s .

REVISED SUBMISSIONS
Use o f word processing software
Regardless o f th e  file  fo rm a t o f th e  o rig ina l subm iss ion , a t rev is ion  you m u s t p rov ide  us w ith  an 
ed itab le  file  o f th e  e n tire  a rtic le . Keep th e  layou t o f the  te x t  as s im p le  as possible. M ost fo rm a ttin g  
codes w ill be rem oved and replaced on processing th e  a rtic le . The e lec tron ic  te x t should be prepared 
in a w ay ve ry  s im ila r to  th a t o f conven tiona l m anuscrip ts  (see also the  Guide to  Publishing w ith  
E lsevie r). See also th e  section on E lectron ic a rtw o rk .
To avoid unnecessary e rro rs  you are s tro n g ly  advised to  use th e  'spe ll-check ' and 'g ra m m a r-ch e ck ' 
func tions  o f y o u r w ord processor.

Article structure
Introduction
S ta te  th e  o b jec tives  o f the  w o rk  and prov ide  an adequa te  background , avo id ing  a de ta iled  lite ra tu re  
su rvey  o r a su m m a ry  o f th e  resu lts .

Material and methods
Provide su ffic ie n t de ta ils  to  a llow  th e  w o rk  to  be reproduced by an independen t researcher. M ethods 
th a t are a lready  published should be sum m arized , and ind ica ted by a re ference. I f  quo ting  d ire c tly  
fro m  a p rev ious ly  published m e thod , use quo ta tio n  m arks and also c ite  th e  source. Any m od ifica tions  
to  ex is ting  m ethods should also be described.

Results
Results should be c lea r and concise.

Discussion
This should exp lo re  th e  s ign ificance  o f th e  resu lts  o f th e  w o rk , no t repea t th e m . A com bined Results 
and D iscussion section  is o ften  a p p rop ria te . Avoid ex tens ive  c ita tio n s  and d iscussion o f published 
lite ra tu re .

Conclusions
The m ain conclusions o f th e  s tu d y  m ay be presented in a sh o rt C onclusions section , w h ich m ay stand 
alone o r fo rm  a subsection  o f a D iscussion o r Results and D iscussion section .

Essential title page information
• Title. Concise and in fo rm a tive . T itles  are o ften  used in in fo rm a tio n -re tr ie v a l system s. Avoid 
abb rev ia tio ns  and fo rm u la e  w here  possible.
• A u th o r nam es and  a ffilia tio n s . Please c le a rly  ind ica te  th e  g iven nam e(s) and fa m ily  nam e(s) 
o f each a u th o r and check th a t all nam es are accu ra te ly  spelled. You can add y o u r nam e betw een 
paren theses in y o u r own sc rip t behind the  English tra n s lite ra tio n . P resent th e  au tho rs ' a ffilia tio n  
addresses (w here  the  actua l w o rk  was done) below  th e  nam es. In d ica te  all a ffilia tio n s  w ith  a low e r
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case su pe rsc rip t le tte r  im m e d ia te ly  a fte r  th e  a u th o r's  nam e and in fro n t o f th e  a p p rop ria te  address. 
Provide th e  fu ll posta l address o f each a ffilia tio n , inc lud ing  th e  co u n try  nam e and, if  ava ilab le , the  
e -m a il address o f each author.
• Corresponding au tho r. C lea rly  ind ica te  w ho w ill handle correspondence a t all s tages o f re feree ing 
and pub lica tio n , a lso pos t-pub lica tion . Th is re sp o n s ib ility  includes answ ering  any fu tu re  queries abou t 
M ethodo logy and M ateria ls . Ensure that the e-mail address is given and that contact details 
are kept up to date by the corresponding author.
• P rese n t/p e rm an e n t address. I f  an a u th o r has m oved since th e  w o rk  described in th e  a rtic le  was 
done, o r was v is itin g  a t the  tim e , a 'P resent address' (o r 'P e rm anen t address ') m ay be ind ica ted as 
a fo o tn o te  to  th a t a u th o r's  nam e. The address a t w h ich  th e  a u th o r a c tu a lly  did th e  w o rk  m ust be 
re ta ined  as th e  m a in , a ffilia tio n  address. S upe rscrip t A rab ic num era ls  are used fo r  such foo tno te s .

Highlights
H igh ligh ts  are m a n d a to ry  fo r  th is  jo u rn a l. They cons is t o f a sh o rt co llec tion  o f b u lle t po in ts  th a t 
convey th e  core find ings  o f the  a rtic le  and should be sub m itte d  in a separa te  ed itab le  file  in the  
on line  subm ission  system . Please use 'H igh ligh ts ' in th e  file  nam e and include 3 to  5 b u lle t po in ts  
(m a x im u m  85 charac te rs , inc lud ing  spaces, per b u lle t p o in t). You can v iew  exam p le  H igh ligh ts  on 
o u r in fo rm a tio n  site.

Abstract
A concise and fac tua l abs trac t is requ ired . The a b s tra c t should s ta te  b rie fly  the  purpose o f the  
research, th e  p rinc ipa l resu lts  and m a jo r conclusions. An a b s tra c t is o ften  p resented sepa ra te ly  fro m  
th e  a rtic le , so it  m us t be ab le to  stand alone. For th is  reason, References should be avo ided , bu t if 
essen tia l, then  c ite  the  a u th o r(s ) and ye a r(s ). A lso, non -s tanda rd  o r uncom m on abb rev ia tio ns  should 
be avo ided , b u t if essentia l th e y  m u s t be defined a t th e ir  f irs t  m en tion  in the  a b s tra c t itse lf.

Graphical abstract
A lthough  a graph ica l abs trac t is o p tiona l, its  use is encouraged as it d raw s m ore a tte n tio n  to  th e  on line  
a rtic le . The g raph ica l a b s tra c t should sum m arize  the  con ten ts  o f the  a rtic le  in a concise, p ic to ria l fo rm  
designed to  cap tu re  th e  a tte n tio n  o f a w ide readersh ip . G raphica l abstrac ts  should be sub m itte d  as a 
separa te  file  in th e  on line  subm iss ion  system . Im age  size: Please prov ide  an im age w ith  a m in im u m  
o f 531 x  1328 p ixe ls (h x  w ) o r p ro p o rtio n a lly  m ore. The im age should be readab le  a t a size o f 5 x  
13 cm  using a regu la r screen reso lu tion  o f 96  dp i. P referred file  types : TIFF, EPS, PDF o r MS O ffice 
files . You can v iew  Exam ple G raphica l A bstrac ts  on o u r in fo rm a tio n  site.
A u tho rs  can m ake use o f E lsevier's Illu s tra tio n  Services to  ensure  th e  best p resen ta tion  o f th e ir  im ages 
and in accordance w ith  all techn ica l requ irem en ts .

Keywords
Im m e d ia te ly  a fte r  th e  abs trac t, p rov ide  a m a x im u m  o f 6 keyw ords, using A m erican spe lling  and 
avo id ing  genera l and p lura l te rm s  and m u ltip le  concepts (avo id , fo r  exam p le , 'a n d ', 'o f ') .  Be sparing 
w ith  a b b rev ia tio ns : on ly  abb rev ia tio ns  f irm ly  estab lished in th e  fie ld  m ay be e lig ib le . These keyw ords 
w ill be used fo r  index ing  purposes.
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Please prov ide  A cknow ledgem en ts  as a separa te  file  and rem ove th is  fro m  th e  m anuscrip t. List 
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fund ing  is fro m  a b lock g ra n t o r o th e r resources ava ilab le  to  a un ive rs ity , co llege, o r o th e r research 
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Footnotes
Footnotes should be used sparing ly. N um ber th e m  consecu tive ly  th ro u g h o u t th e  a rtic le . Many w ord 
processors build foo tn o te s  in to  th e  te x t, and th is  fe a tu re  m ay be used. Should th is  no t be th e  case, 
ind ica te  th e  pos ition  o f foo tn o te s  in th e  te x t  and p resen t th e  fo o tn o te s  them se lves  sepa ra te ly  a t the  
end o f th e  a rtic le .

Artwork
Electronic artwork 
General points
• Make sure  you use un ifo rm  le tte rin g  and sizing o f y o u r o rig ina l a rtw o rk .
• P referred fo n ts : A ria l (o r H e lve tica ), T im es New Roman (o r T im es), S ym bo l, Courier.
• N um ber th e  illu s tra tio n s  accord ing to  th e ir  sequence in the  te x t.
• Use a logical nam ing conven tion  fo r  y o u r a rtw o rk  files.
• In d ica te  per fig u re  if it  is a s ing le , 1.5 o r 2 -co lum n  f it t in g  im age.
• For Word subm iss ions only, you m ay s till p rov ide  figu res  and th e ir  cap tions , and tab les  w ith in  a 
s ing le  file  a t th e  rev is ion  stage.
• Please note  th a t ind iv idua l fig u re  files  la rge r than  10 MB m ust be p rovided in separa te  source files. 
A de ta iled  gu ide  on e lec tron ic  a rtw o rk  is ava ilab le .
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats
Regardless o f th e  app lica tion  used, w hen y o u r e lec tron ic  a r tw o rk  is fina lized , please 'save as' o r 
co n ve rt the  im ages to  one o f th e  fo llow ing  fo rm a ts  (no te  th e  reso lu tion  requ irem en ts  fo r  line d raw ings, 
ha lftones, and lin e /h a lfto n e  com b ina tion s  g iven be low ):
EPS (o r PDF): V ecto r d raw ings. Embed th e  fo n t o r save th e  te x t  as 'g raph ics '.
TIFF (o r JPG): C olor o r graysca le  pho tog raphs (h a lfto n e s ): a lw ays use a m in im u m  o f 300 dpi.
TIFF (o r JPG): B itm apped line d raw ings: use a m in im u m  o f 1000 dpi.
TIFF (o r JPG): C om b ina tions b itm apped  lin e /h a lf- to n e  (co lo r o r g raysca le ): a m in im u m  o f 500 dpi 
is requ ired .
Please do not:
• S upp ly  files  th a t are op tim ized  fo r  screen use (e .g ., GIF, BMP, PICT, W PG); th e  reso lu tion  is too  low.
• S upp ly  files  th a t are too  low in reso lu tion .
• S u b m it g raph ics th a t are d isp ro p o rtio n a te ly  large fo r  the  con ten t.

Color artwork
Please m ake sure th a t a rtw o rk  files  are in an acceptab le  fo rm a t (TIFF (o r JPEG), EPS (o r PDF), o r 
MS O ffice file s ) and w ith  the  co rre c t reso lu tion . If, to g e th e r w ith  y o u r accepted a rtic le , you su b m it 
usable co lo r figu res  then  E lsevier w ill ensure , a t no add ition a l charge , th a t these  figu res  w ill appea r 
in co lo r on line  (e .g ., ScienceD irect and o th e r s ites) regard less o f w h e th e r o r no t these  illu s tra tio n s  
are reproduced in co lo r in th e  p rin ted  ve rs ion . For color reproduction in print, you will receive 
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article . Please 
ind ica te  y o u r pre fe rence  fo r  co lo r: in p r in t o r on line  only. F u rthe r in fo rm a tio n  on th e  p repa ra tion  o f 
e lec tron ic  a r tw o rk .

Figure captions
Ensure th a t each illu s tra tio n  has a cap tion . A cap tion  should com prise  a b rie f t it le  (not on th e  fig u re  
itse lf) and a descrip tion  o f th e  illu s tra tio n . Keep te x t  in the  illu s tra tio n s  them se lves  to  a m in im um  bu t 
exp la in  all sym bo ls  and abb rev ia tio ns  used.

Tables
Please su b m it tab les  as ed itab le  te x t  and no t as im ages. Tables can be placed e ith e r ne x t to  the  
re levan t te x t  in th e  a rtic le , o r on separa te  page(s) a t the  end. N um ber tab les  consecu tive ly  in 
accordance w ith  th e ir  appearance in the  te x t  and place any tab le  notes below  th e  ta b le  body. Be 
sparing  in th e  use o f tab les  and ensure  th a t th e  data p resented in th e m  do no t dup lica te  resu lts  
described e lsew here in th e  a rtic le . Please avoid using ve rtica l ru les and shading in ta b le  cells.

References
Citation in text
Please ensure  th a t e ve ry  re ference cited in th e  te x t  is also p resen t in th e  re ference lis t (and vice 
ve rsa ). Any re ferences c ited  in th e  a b s tra c t m us t be g iven in fu ll. Unpublished resu lts  and personal 
com m un ica tion s  are no t recom m ended in the  re ference lis t, b u t m ay be m entioned in th e  te x t. I f  these  
re ferences are included in the  re fe rence lis t th e y  should fo llow  th e  s tandard  re fe rence  s ty le  o f the
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jo u rn a l and should include a su b s titu tio n  o f th e  pub lica tion  da te  w ith  e ith e r 'U npub lished resu lts ' o r 
'Personal com m un ica tion '. C ita tion  o f a re fe rence as 'in press' im p lies th a t th e  item  has been accepted 
fo r  pub lica tion .

Reference links
Increased d isco ve ra b ility  o f research and high q u a lity  peer rev iew  are ensured by on line  links to  
th e  sources c ited . In  o rd e r to  a llow  us to  crea te  links to  abs trac ting  and index ing  serv ices, such as 
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure  th a t data prov ided  in th e  re ferences are co rrec t. Please 
note  th a t in co rrec t su rnam es, jo u rn a l/b o o k  t it le s , pub lica tion  ye a r and pag ina tion  m ay p reven t link  
c rea tion . W hen copying re fe rences, please be ca re fu l as th e y  m ay a lready  con ta in  e rro rs . Use o f the  
DOI is h igh ly  encouraged.

A DOI is guaran teed never to  change , so you can use it as a pe rm anen t lin k  to  any e lec tron ic  a rtic le . 
An exam p le  o f a c ita tio n  using DOI fo r  an a rtic le  no t y e t in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., 
Jam es D.E., Am beh W.B., Franke M. (2 0 0 3 ). Ase ism ic con tin u a tio n  o f th e  Lesser A n tilles  slab beneath 
no rtheas te rn  Venezuela. Journal o f G eophysica l Research, h ttp s ://d o i.o rg /1 0 .1 0 2 9 /2 0 0 1 J B 0 0 0 8 8 4 . 
Please note  th e  fo rm a t o f such c ita tio n s  should be in th e  sam e s ty le  as all o th e r re ferences in th e  paper.

Data references
This jo u rn a l encourages you to  c ite  unde rly ing  o r re levan t da tase ts  in yo u r m a nuscrip t by c iting  th e m  
in y o u r te x t  and inc lud ing  a data re fe rence in y o u r Reference List. Data re ferences should include the  
fo llow ing  e lem en ts : a u th o r nam e(s ), da tase t t it le ,  data repos ito ry , ve rs ion  (w he re  ava ilab le ), year, 
and g loba l pe rs is te n t iden tifie r. Add [d a ta s e t] im m e d ia te ly  before  th e  re ference so we can p rope rly  
id e n tify  it as a data  re ference. The [d a ta s e t] id e n tifie r w ill no t appear in y o u r published artic le .

Reference management software
M ost E lsevier jo u rn a ls  have th e ir  re ference te m p la te  ava ilab le  in m any o f th e  m ost popu la r re ference 
m anagem e n t so ftw a re  products . These include all p roducts  th a t su p p o rt C ita tion  S ty le  Language 
s ty le s , such as M ende ley. Using c ita tion  p lug -ins  fro m  these  p roducts , au tho rs  on ly  need to  se lect 
th e  a p p rop ria te  jo u rn a l te m p la te  w hen preparing  th e ir  a rtic le , a fte r  w hich c ita tio n s  and b ib liog raph ies 
w ill be a u to m a tica lly  fo rm a tte d  in the  jo u rn a l's  s ty le . I f  no te m p la te  is y e t ava ilab le  fo r  th is  jo u rn a l, 
please fo llow  th e  fo rm a t o f th e  sam ple  re ferences and c ita tio n s  as show n in th is  Guide. I f  you use 
re ference m anagem e n t so ftw a re , please ensure  th a t you rem ove all fie ld  codes before  su b m ittin g  
th e  e lec tron ic  m anuscrip t. More in fo rm a tio n  on how to  rem ove fie ld  codes fro m  d iffe re n t re ference 
m anagem e n t s o ftw a re .

Users o f M endeley D esktop can eas ily  ins ta ll th e  re fe rence s ty le  fo r  th is  jo u rn a l by c lick ing th e  fo llow ing  
link:
h ttp ://o p e n .m e n d e le y .c o m /u s e -c ita tio n -s ty le /fo re n s ic -s c ie n c e -in te rn a tio n a l
W hen preparing  y o u r m anuscrip t, you w ill then  be ab le to  se lect th is  s ty le  using th e  M endeley p lug 
ins fo r  M icroso ft W ord o r L ibreO ffice.

Reference formatting
T here are no s tr ic t requ irem en ts  on re ference fo rm a ttin g  a t subm iss ion . References can be in any 
s ty le  o r fo rm a t as long as the  s ty le  is cons is ten t. W here app licab le , a u th o r(s ) nam e(s ), jo u rn a l t i t le /  
book t it le ,  cha p te r t it le /a r t ic le  t it le ,  ye a r o f pub lica tio n , vo lum e  n u m b e r/b o o k  ch a p te r and th e  a rtic le  
n um be r o r pag ina tion  m us t be present. Use o f DOI is h igh ly  encouraged. The re fe rence  s ty le  used by 
th e  jo u rn a l w ill be applied to  th e  accepted a rtic le  by E lsevier a t the  p ro o f s tage. Note th a t m issing data 
w ill be h igh ligh ted  a t p roo f s tage fo r  the  a u th o r to  co rrec t. I f  you do w ish to  fo rm a t th e  re ferences 
yo u rse lf th e y  should be arranged accord ing to  th e  fo llow ing  exam ples:

Reference style
Text: In d ica te  re ferences by n um be r(s ) in square b rackets in line w ith  th e  te x t. The actua l au tho rs  
can be re fe rred  to , bu t th e  re fe rence  n um be r(s ) m us t a lw ays be g iven.
Exam ple: '  as dem onstra ted  [3 ,6 ].  Barnaby and Jones [8 ]  ob ta ined  a d iffe re n t resu lt .... '
List: N um ber th e  re ferences (num be rs  in square  b racke ts) in th e  lis t in th e  o rd e r in w h ich th e y  appea r 
in th e  te x t.
Examples:
Reference to  a jo u rn a l pub lica tion :
[1 ] J. van d e r Geer, J.A.J. H anraads, R.A. Lupton , The a rt o f w ritin g  a sc ien tific  a rtic le , J. Sci. C om m un. 
163 (2 0 1 0 ) 5 1 -5 9 . h ttp s :/ /d o i.o rg /1 0 .1 0 1 6 /j.S c .2 0 1 0 .0 0 3 7 2 .
Reference to  a jo u rn a l pub lica tion  w ith  an a rtic le  num ber:
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[2 ]  Van d e r Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lup ton , R.A., 2018. The a r t o f w ritin g  a sc ien tific  a rtic le . Heliyon. 
19, e00205. h ttp s ://d o i.o rg /1 0 .1 0 1 6 /j.h e liy o n .2 0 1 8 .e 0 0 2 0 5 .
Reference to  a book:
[3 ] W. S tru n k  Jr., E.B. W h ite , The E lem ents o f S ty le , fo u rth  ed., Longm an, New York, 2000. 
Reference to  a ch a p te r in an ed ited book:
[4 ] G.R. M ettam , L.B. Adam s, How to  prepare  an e lec tron ic  ve rs ion  o f y o u r a rtic le , in : B.S. Jones, R.Z. 
S m ith  (E ds.), In tro d u c tio n  to  th e  E lectron ic Age, E-Publishing Inc ., New York, 2009 , pp. 2 8 1 -3 0 4 . 
Reference to  a w ebs ite :
[5 ] Cancer Research UK, C ancer s ta tis tics  repo rts  fo r  th e  UK. h ttp ://w w w .c a n c e rre s e a rc h u k .o rg / 
a b o u tc a n c e r/s ta tis tic s /ca n ce rs ta ts re p o rt/, 2003 (accessed 13 March 2003 ).
Reference to  a da tase t:
[d a ta s e t] [6 ] M. O guro, S. Im a h iro , S. S a ito , T. N akash izuka , M o rta lity  data  fo r  Japanese oak  w ilt  
d isease and su rround ing  fo re s t com pos itions , M endeley Data, v1 , 2015. h ttp s :/ /d o i.o rg /1 0 .1 7 6 3 2 / 
xw j9 8 n b 3 9 r.1 .

Video
Elsevier accepts v ideo  m ate ria l and an im a tion  sequences to  su p p o rt and enhance y o u r sc ien tific  
research. A u tho rs  w ho have v ideo  o r an im a tion  files  th a t th e y  w ish to  su b m it w ith  th e ir  a rtic le  are 
s tro n g ly  encouraged to  include links to  these  w ith in  th e  body o f th e  a rtic le . Th is can be done in the  
sam e w ay as a fig u re  o r tab le  by re fe rring  to  th e  v ideo  o r an im a tio n  co n te n t and noting  in the  body 
te x t  w here  it should be placed. All sub m itte d  file s  should be p ro p e rly  labeled so th a t th e y  d ire c tly  
re la te  to  th e  v ideo  file 's  con ten t. . In  o rd e r to  ensure  th a t y o u r v ideo  o r an im a tio n  m a te ria l is d ire c tly  
usable, please p rov ide  the  file  in one o f o u r recom m ended file  fo rm a ts  w ith  a p re fe rred  m ax im um  
size o f 150 MB per file , 1 GB in to ta l. V ideo and an im a tion  files  supplied w ill be published on line  in 
th e  e lec tron ic  ve rs ion  o f y o u r a rtic le  in E lsevier Web p roducts , inc lud ing  S c ienceD irec t. Please supp ly  
's tills ' w ith  y o u r file s : you can choose any fram e  fro m  th e  v ideo  o r an im a tion  o r m ake a separate  
im age. These w ill be used instead o f standard  icons and w ill personalize th e  lin k  to  y o u r v ideo  da ta . For 
m ore de ta iled  in s tru c tio n s  please v is it  o u r v ideo  in s tru c tio n  pages. N ote: since video  and an im a tion  
canno t be em bedded in th e  p r in t ve rs ion  o f th e  jo u rn a l, please p rov ide  te x t  fo r  both th e  e lec tron ic  
and th e  p r in t ve rs ion  fo r  th e  po rtions  o f th e  a rtic le  th a t re fe r to  th is  con ten t.

Data visualization
Inc lude  in te ra c tive  data v isua liza tion s  in y o u r pub lica tion  and le t y o u r readers in te ra c t and engage 
m ore c lose ly w ith  y o u r research. Follow th e  in s truc tions  here to  find  o u t ab o u t ava ilab le  data 
v isua liza tion  op tions  and how to  include th e m  w ith  y o u r a rtic le .

Supplementary m aterial
S upp lem e n ta ry  m a te ria l such as app lica tions , im ages and sound c lips, can be published w ith  yo u r 
a rtic le  to  enhance it. S ubm itted  su p p le m e n ta ry  item s are published e xa c tly  as th e y  are received (Excel 
o r PowerPoint files  w ill appea r as such o n line ). Please su b m it y o u r m a te ria l to g e th e r w ith  th e  a rtic le  
and supp ly  a concise, descrip tive  cap tion  fo r  each su p p le m e n ta ry  file . I f  you w ish to  m ake changes to  
su p p le m e n ta ry  m a te ria l du ring  any stage o f th e  process, please m ake sure  to  p rov ide  an updated file . 
Do no t a nno ta te  any co rrec tions  on a p rev ious ve rs ion . Please sw itch  o ff th e  'Track Changes' op tion  
in M icroso ft O ffice files  as these  w ill appea r in the  published ve rs ion .

Research data
This jo u rn a l encourages and enables you to  share data  th a t suppo rts  y o u r research pub lica tion  
w here  a p p ro p ria te , and enables you to  in te r lin k  th e  data  w ith  y o u r published artic les . Research data 
re fe rs  to  th e  resu lts  o f obse rva tions  o r e xp e rim e n ta tio n  th a t va lid a te  research find ings . To fa c ilita te  
re p ro d u c ib ility  and data  reuse, th is  jo u rn a l also encourages you to  share y o u r so ftw a re , code, m odels, 
a lg o rith m s , p ro toco ls , m e thods and o th e r usefu l m a te ria ls  re la ted to  th e  p ro jec t.

Below are a num be r o f ways in w h ich you can associa te data w ith  y o u r a rtic le  o r m ake a s ta te m e n t 
a b o u t the  a va ila b ility  o f y o u r data w hen su b m ittin g  y o u r m anuscrip t. I f  you are sharing  data in one o f 
these  w ays, you are encouraged to  c ite  the  data in y o u r m a nusc rip t and re ference lis t. Please re fe r to  
th e  "References" section fo r  m ore  in fo rm a tio n  abou t data  c ita tio n . For m ore  in fo rm a tio n  on depos iting , 
sharing  and using research data and o th e r re levan t research m a te ria ls , v is it  th e  research data page.
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Data linking
I f  you have m ade y o u r research data ava ilab le  in a data repos ito ry , you can lin k  y o u r a rtic le  d ire c tly  to  
th e  da tase t. E lsevier co llabora tes w ith  a num be r o f repos ito ries  to  lin k  a rtic les  on ScienceD irect w ith  
re levan t repos ito ries , g iv ing  readers access to  unde rly ing  data th a t g ives th e m  a b e tte r unders tand ing  
o f th e  research described.

T here are d iffe re n t w ays to  lin k  y o u r da tase ts  to  y o u r a rtic le . W hen ava ilab le , you can d ire c tly  lin k  
y o u r da tase t to  yo u r a rtic le  by p rov id ing  th e  re levan t in fo rm a tio n  in th e  subm iss ion  sys tem . For m ore 
in fo rm a tio n , v is it  th e  database link ing  page .

For supported  data repos ito ries  a re p o s ito ry  banner w ill a u to m a tica lly  appea r ne x t to  y o u r published 
a rtic le  on S cienceD irect.

In  a d d itio n , you can lin k  to  re levan t data  o r e n tit ie s  th ro u g h  id e n tifie rs  w ith in  th e  te x t  o f yo u r 
m a nuscrip t, using th e  fo llow ing  fo rm a t: Database: x x x x  (e .g ., TAIR: AT1G 01020; CCDC: 73405 3 ; 
PDB: 1XFN).

Mendeley Data
This jo u rn a l suppo rts  M endeley Data, enab ling  you to  depos it any research data (inc lud ing  raw and 
processed da ta , v ideo , code, so ftw a re , a lg o rith m s , p ro toco ls , and m e thods) associated w ith  yo u r 
m a nuscrip t in a fre e -to -u s e , open access repos ito ry . D uring th e  subm ission  process, a fte r  up load ing 
y o u r m a nuscrip t, you w ill have th e  o p p o rtu n ity  to  upload y o u r re levan t da tase ts  d ire c tly  to  Mendeley 
Data. The da tase ts  w ill be lis ted and d ire c tly  accessible to  readers nex t to  y o u r published a rtic le  on line .

For m ore in fo rm a tio n , v is it  the  M endeley Data fo r  jo u rn a ls  page .

Data in Brief
You have th e  op tion  o f conve rting  any o r all pa rts  o f y o u r su p p le m e n ta ry  o r add ition a l raw data  in to  
one o r m u ltip le  data  a rtic les , a new kind o f a rtic le  th a t houses and describes y o u r da ta . Data a rtic les  
ensure  th a t y o u r data  is ac tive ly  rev iew ed , cu ra ted , fo rm a tte d , indexed, g iven  a DOI and pub lic ly  
ava ilab le  to  all upon pub lica tion . You are encouraged to  su b m it y o u r a rtic le  fo r  Data in Brief as an 
add ition a l item  d ire c tly  a longside th e  revised ve rs ion  o f y o u r m anuscrip t. I f  y o u r research a rtic le  is 
accepted , y o u r data  a rtic le  w ill a u to m a tica lly  be tra n s fe rre d  ove r to  Data in Brief w here  it  w ill be 
e d ito r ia lly  rev iew ed and published in th e  open access data jo u rn a l, Data in Brief. Please note  an open 
access fee o f 500 USD is payable fo r  pub lica tion  in Data in Brief. Full de ta ils  can be found on th e  Data 
in B rie f w e b s ite . Please use th is  te m p la te  to  w rite  yo u r Data in Brief.

Data statement
To fo s te r transpa rency, we encourage you to  s ta te  th e  a va ila b ility  o f yo u r data  in y o u r subm ission. 
This m ay be a re q u ire m e n t o f y o u r fund ing  body o r in s titu tio n . I f  y o u r data  is unava ilab le  to  access 
o r unsu itab le  to  post, you w ill have the  o p p o rtu n ity  to  ind ica te  w hy  du ring  the  subm ission  process, 
fo r  exam p le  by s ta ting  th a t th e  research data  is con fiden tia l. The s ta te m e n t w ill appea r w ith  yo u r 
published a rtic le  on S cienceD irect. For m ore  in fo rm a tio n , v is it  th e  Data S ta te m e n t page .

A FTER  ACCEPTAN CE
Availability o f accepted article
This jo u rn a l m akes a rtic les  ava ilab le  on line  as soon as possible a fte r  acceptance. Th is concerns the  
accepted a rtic le  (bo th  in HTML and PDF fo rm a t) , w hich has no t y e t been copyed ited , typ e se t o r 
p roo fread . A D ig ita l O b jec t Id e n tif ie r  (D O I) is a lloca ted , th e re b y  m aking  it fu lly  c itab le  and searchab le  
by t it le ,  a u th o r nam e(s) and th e  fu ll te x t. The a rtic le 's  PDF also carries a d isc la im er s ta ting  th a t it  is 
an uned ited  a rtic le . S ubsequent p roduction  stages w ill s im p ly  replace th is  ve rs ion .

Online proof correction
C orrespond ing  au tho rs  w ill rece ive an e -m a il w ith  a lin k  to  o u r on line  p roo fing  sys tem , a llow ing  
anno ta tion  and co rrec tion  o f proofs on line . The e n v iro n m e n t is s im ila r to  MS W ord: in add ition  to  
ed iting  te x t,  you can also co m m e n t on fig u re s /ta b le s  and answ er questions fro m  th e  Copy Editor. 
W eb-based proo fing  p rovides a fa s te r and less e rro r-p ro n e  process by a llow ing  you to  d ire c tly  typ e  
y o u r co rrec tions , e lim in a tin g  the  po ten tia l in tro d u c tio n  o f e rro rs .
I f  p re fe rred , you can s till choose to  anno ta te  and upload y o u r ed its  on th e  PDF vers ion . All ins truc tions  
fo r  p roo fing  w ill be g iven  in the  e -m a il we send to  au th o rs , inc lud ing  a lte rn a tive  m ethods to  th e  on line  
ve rs ion  and PDF.
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We w ill do e ve ry th in g  possib le to  g e t y o u r a rtic le  published q u ick ly  and accura te ly. Please use th is  
p roo f on ly  fo r  checking the  ty p e s e ttin g , e d itin g , com ple teness and co rrectness o f th e  te x t, tab les  and 
figu res . S ign ifican t changes to  th e  a rtic le  as accepted fo r  pub lica tion  w ill on ly  be considered a t th is  
stage w ith  perm ission fro m  th e  Editor. I t  is im p o rta n t to  ensure  th a t all co rrec tions  are sen t back 
to  us in one com m un ica tion . Please check ca re fu lly  before  rep ly ing , as inc lus ion o f any subsequen t 
co rrec tions canno t be guaran teed . P roofreading is so le ly  y o u r responsib ility .

Offprints
The correspond ing  a u th o r w ill, a t no cost, rece ive 25 free  paper o ffp r in ts , o r a lte rn a tiv e ly  a custom ized 
Share L ink p rov id ing  50 days free  access to  the  fina l published ve rs ion  o f the  a rtic le  on S c ienceD irec t. 
The Share L ink can be used fo r  sharing th e  a rtic le  v ia  any com m un ica tion  channe l, inc lud ing  em ail 
and social m edia. For an ex tra  charge , paper o ffp r in ts  can be o rdered  via th e  o ffp r in t o rd e r fo rm  
w hich is sen t once th e  a rtic le  is accepted fo r  pub lica tion . Both co rrespond ing  and co -au tho rs  m ay 
o rd e r o ffp r in ts  a t any tim e  via E lsevier's W ebshop. C orrespond ing  au tho rs  w ho have published th e ir  
a rtic le  gold open access do no t rece ive a Share L ink as th e ir  fina l published ve rs ion  o f the  a rtic le  is 
ava ilab le  open access on ScienceD irect and can be shared th ro u g h  th e  a rtic le  DOI link.

Author orders
W hen y o u r a rtic le  is pub lished, you can com m em ora te  y o u r pub lica tion  w ith  p rin ted  a u th o r 
copies o f the  jo u rn a l issue, custom ized fu ll-c o lo r posters, ex tra  o ffp r in ts , and m ore. Please v is it 
h ttp ://w e b sh o p .e lse v ie r.co m  to  learn m ore.

A U TH O R  IN Q UIRIES
V is it th e  E lsevier S uppo rt C en te r to  find  th e  answ ers you need. Here you w ill find  eve ry th in g  fro m  
F requen tly  Asked Q uestions to  ways to  g e t in touch .
You can also check the  s ta tus  o f y o u r sub m itte d  a rtic le  o r find  o u t when y o u r accepted a rtic le  w ill 
be p ub lishe d .
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