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A Osteogénese Imperfeita (OI) € um grupo heterogéneo de
desordens genéticas raras do tecido conjuntivo, caracterizado por
diferentes graus de fragilidade déssea. Em 85% dos casos é
causada por variantes patogénicas autossémicas dominantes nos
genes que codificam as cadeias do colageno tipo |. Suas
manifestagbes craniofaciais e bucais incluem dentinogénese
imperfeita, agenesia dentaria, deficiéncia no crescimento maxilar,
hipotonia dos musculos mastigatérios, e também ja foram
descritas altera¢cdes na forma da cabeca da mandibula e na
amplitude de abertura bucal [1, 2]. Embora muitos individuos com
Ol tenham alteracdes orofaciais evidentes, € pouco relatada a
microarquitetura Ossea da cabeca da mandibula desses
pacientes. O presente estudo teve o objetivo de caracterizar, por
meio da dimenséo fractal (DF), o trabeculado 6sseo da cabeca da
mandibula em criangas com Ol tratadas com pamidronato
dissodico. Exames de imagens de 33 adolescentes de ambos os
sexos, com idades entre 12 e 17 anos e com Ol tipo |, lll ou IV,
foram analisadas e comparados com 99 adolescentes saudaveis
pareados por sexo e idade. As variaveis testadas foram o lado da
cabega da mandibula, o sexo, a idade e o tipo de Ol. A DF dos
pacientes foi significativamente menor (1,23 + 0,15) do que nos
controles saudaveis (1,29 + 0,11; p < 0,01). A Ol tipo | apresentou
efeito estatisticamente significativo, com uma DF menor em
relacdo aos outros tipos. Este estudo demonstrou que a
microarquitetura éssea da cabeca da mandibula pode estar






alterada em pacientes pediatricos com formas moderadas e
graves de Ol.






ABSTRACT

GUEDES, Mariana Lustosa. 2021. Undergraduate Course Final
Monograph (Undergraduate Course in Dentistry) — Department of
Dentistry, School of Health Sciences, University of Brasilia.

Osteogenesis Imperfecta (Ol) is a heterogeneous group of rare
genetic disorders of the connective tissue, characterized by
different degrees of bone fragility. In 85% of cases, it is caused by
dominant autosomal pathogenic variants in the genes that encode
for type | collagen. The craniofacial and oral manifestations more
frequently reported include dentinogenesis imperfecta, tooth
agenesis, failure in maxillary growth and hypotonia of masticatory
muscles. Furthermore, changes in the shape of the condyle and in
the amplitude of mouth opening have been reported [1, 2].
Although many patients with Ol have evident orofacial alterations,
the bone microarchitecture of the condyle of these patients is still
poorly reported. The present study aimed to characterize the
mandibular condyle trabecular bone in adolescents diagnosed with
Ol using fractal dimension (FD). Imaging exam of 33 adolescents
of both sexes, aged between 12 and 17 years and with Ol type I,
Il or IV, were analyzed and compared with 99 age-and sex-
matched healthy adolescents. The variables tested were the side
of the condyle, sex, age and type of Ol. FD in patients was
significantly lower (1,23 + 0,15) than in healthy controls (1,29 +
0,11; p<0,01). Ol type | was the variable that showed a statistically
significant effect, with a lower FD compared to the other types. This
study demonstrated that the bony architecture of mandibular
condyles may be altered in pediatric patients with moderate and
severe forms of Ol.
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REsSuUMO

Caracterizacao do trabeculado 6sseo da cabe¢a da mandibula em
pacientes com osteogénese imperfeita por meio de dimenséao
fractal

A Osteogénese Imperfeita (OI) € um grupo heterogéneo de
desordens genéticas raras do tecido conjuntivo, caracterizado por
diferentes graus de fragilidade éssea. Em 85% dos casos é
causada por variantes patogénicas autossémicas dominantes nos
genes que codificam as cadeias do colageno tipo |. Suas
manifestagbes craniofaciais e bucais incluem dentinogénese
imperfeita, agenesia dentéaria, deficiéncia no crescimento maxilar,
hipotonia dos musculos mastigatdrios, e também ja foram
descritas altera¢cdes na forma da cabeg¢a da mandibula e na
amplitude de abertura bucal [1, 2]. Embora muitos pacientes com
Ol tenham alteracdes orofaciais evidentes, ainda é pouco relatada
a microarquitetura O0ssea da cabeca da mandibula desses
pacientes. O presente estudo teve o objetivo de caracterizar, por
meio da dimenséo fractal (DF), o trabeculado 6sseo da cabeca da
mandibula em criangas com Ol tratadas com pamidronato
dissodico. Exames de imagens de 33 adolescentes de ambos os
sexos, com idades entre 12 e 17 anos e com Ol tipo |, lll ou IV,
foram analisadas e comparados com 99 adolescentes saudaveis
pareados por sexo e idade. As variaveis testadas foram o lado da
cabecga da mandibula, o sexo, a idade e o tipo de Ol. A DF dos
pacientes foi significativamente menor (1,23 + 0,15) do que nos
controles saudaveis (1,29 + 0,11; p < 0,01). A Ol tipo | apresentou
efeito estatisticamente significativo, com uma DF menor em
relacdo aos outros tipos. Este estudo demonstrou que a
microarquitetura 6ssea da cabegca da mandibula pode estar
alterada em pacientes pediatricos com formas moderadas e
graves de Ol.
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Relevancia Clinica

A caracterizacdo do trabeculado 6sseo da cabeca da mandibula
contribui para uma melhor compreensao das altera¢des 6sseas na
articulagdo temporomandibular de pacientes com osteogénese
imperfeita podendo contribuir numa atencdo integral e
personalizada nos pacientes.
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ABSTRACT

Characterization of the mandibular condyle trabecular bone in
patients with osteogenesis imperfecta using fractal dimension

Osteogenesis Imperfecta (Ol) is a heterogeneous group of rare
genetic disorders of the connective tissue, characterized by
different degrees of bone fragility. In 85% of cases, it is caused by
dominant autosomal pathogenic variants in the genes that encode
for type | collagen. The craniofacial and oral manifestations more
frequently reported include dentinogenesis imperfecta, tooth
agenesis, failure in maxillary growth and hypotonia of masticatory
muscles. Furthermore, changes in the shape of the condyle and in
the amplitude of mouth opening have been reported [1, 2].
Although many patients with Ol have evident orofacial alterations,
the bone microarchitecture of the condyle of these patients is still
poorly reported. The present study aimed to characterize the
mandibular condyle trabecular bone in adolescents diagnosed with
Ol using fractal dimension (FD). Imaging exam of 33 adolescents
of both sexes, aged between 12 and 17 years and with Ol type I,
Il or IV, were analyzed and compared with 99 age-and sex-
matched healthy adolescents. The variables tested were the side
of the condyle, sex, age and type of Ol. FD in patients was
significantly lower (1,23 + 0,15) than in healthy controls (1,29 +
0,11; p<0,01). Ol type | was the variable that showed a statistically
significant effect, with a lower FD compared to the other types. This
study demonstrated that the bony architecture of mandibular
condyles may be altered in pediatric patients with moderate and
severe forms of Ol.

Keywords
Osteogenesis Imperfecta; Mandibular condyle; Panoramic
radiography; Fractals.
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1. INTRODUCAO

A Ol é considerada um grupo de desordens genéticas raras do
tecido conjuntivo, caracterizada por fenétipos heterogéneos com
alteracBes esqueléticas que resultam em fragilidade e
deformidade 6ssea [3,4]. Além disso, podem ser observadas, em
pacientes com Ol, alteracdes extra-esqueléticas como esclera
azulada, frouxiddo ligamentar, hipotonia muscular, dentinogénese
imperfeita (DI), anormalidades nos sistemas cardiovascular e
pulmonar, fragilidade da pele, perda auditiva, m& ocluséo dentaria
[3,4,5,6,7].

Em cerca de 90% dos individuos, a Ol é causada por variantes
patogénicas autossémicas dominantes nos genes que codificam o
colageno tipo | (COL1A1 e COL1A2), afetando a quantidade ou a
estrutura do colageno. As formas recessivas e ligadas ao X
representam 10% dos tipos de Ol e decorrem de variantes
patogénicas em outros genes que codificam proteinas que
participam das varias etapas do desenvolvimento 0sseo,
predispondo a distintos padrdes de fragilidade 6ssea [3,4,8].

A primeira classificacdo foi proposta por Sillence, em 1979. Ele
propds quatro tipos de Ol (I-IV) baseado nas manifestagcbes
clinico-radioldgicas, hereditarias e na gravidade da doenca,
incluindo apenas os casos com modo de heranca autossémico
dominante [5]. Atualmente, duas abordagens de classificacdo séo
propostas: uma clinica, na qual as novas formas de Ol foram
incluidas nos 4 tipos de Sillence de acordo com a gravidade
clinica, e outra genética, na qual os tipos I-IV de Sillence séo
usados apenas para variantes patogénicas em COL1Al ou
COL1A2 e a numeragéo é continuada para cada nova descoberta
genética. Na base de dados Online Mendelian Inheritance in Man
(OMIM) 20 subtipos de Ol estéo registrados [3,4,9,10].
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A dentinogénese imperfeita (DI) € uma das principais
manifestacdes extra-esqueléticas, sendo encontrada em cerca de
50% dos pacientes com Ol dos tipos | a IV [11]. Além da DI, outras
manifestagbes bucais e faciais importantes sdo relatadas na
literatura, entre elas, dentes impactados, erupcdo ectopica, a
agenesia dentaria, deficiéncia de crescimento da maxila e
hipotonia de musculos mastigatérios [12-14]. Além dessas, tém
sido relatadas em pacientes com Ol tipo Il alteracées na forma da
cabeca da mandibula e na amplitude de abertura bucal [1, 2].

Diversas dessas manifestagbes dentais e faciais podem ser
observadas na radiografia panoramica (RP), que é um dos
exames complementares mais utilizados para o diagnéstico em
odontologia. Além do uso convencional na rotina clinica, a RP
pode identificar alteragdes sistémicas que afetam o complexo
maxilomandibular [15]. Dessa forma tem sido relatado o uso da RP
no diagnostico de condigbes como o hiperparatireoidismo, baixa
densidade mineral 6ssea em mulheres e doenca de Paget [16-18].
Além disso, a RP ¢é utllizada na caracterizacdo dentéria de
displasias 6sseas hereditarias e na avaliagdo da eficacia do
tratamento de doencas raras, como a Ol [19-22].

Diante disso, estudos anteriores usaram a analise de dimensao
fractal (DF) em RP para avaliar o0 osso cortical e trabecular da
mandibula em doencas 6sseas como a osteoporose [23, 24, 25].
A DF é um método matematico usado para realizar correlacdes
com a massa 0ssea e a microarquitetura trabecular mandibular por
meio de um processamento da imagem radiogréfica que analisa a
composicao textural [26]. O osso trabecular tem um padrdo de
ramificacdo que apresenta propriedades fractais tais como auto-
similaridade e falta de escala bem definida. Devido a essa
caracteristica, a analise da DF pode ser utilizada como ferramenta
para avaliar a complexidade estrutural do osso trabecular.
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O osso de pacientes com Ol apresenta a espessura cortical mais
fina e as trabéculas reduzidas em nimero e anormalmente finas
[27]. A mensuracdo da DF pode ser uma ferramenta para avaliar
e comparar a microarquitetura 6ssea desses pacientes com
individuos saudaveis. Na literatura, a utlizacdo da DF em
radiografias odontoldgicas de pacientes com Ol ainda € pouco
explorada. Em 2016, foi realizado pela nossa equipe de pesquisa,
um estudo que analisou os indices radiomorfométricos e a
dimensao fractal (DF) da mandibula em radiografias panoramicas
odontolégicas de criancas com diferentes tipos de Ol em
tratamento com pamidronato dissodico (PAM) no Hospital
Universitario de Brasilia (HUB). Neste estudo, foram avaliadas trés
regibes padronizadas do osso trabecular e duas da cortical 6ssea
da mandibula, entretanto, nenhuma delas foi a regido de cabeca
da mandibula. Os resultados mostraram que criangas com todos
os tipos de Ol apresentam cértex mandibular mais fino e mais
poroso no inicio do tratamento. Além disso, houve diferencas
significativas entre o MCW (indice panoramico mandibular) e a DF
do osso cortical, em relacdo aos diferentes tipos de Ol e ao
numero de ciclos de pamidronato. As medidas de DF do osso
trabecular ndo foram estatisticamente diferentes entre os tipos de
Ol e os ciclos de PAM nas doses estabelecidas pelo protocolo do
estudo, apesar de demonstrarem diferencas [21].

O tratamento para Ol necessita de uma abordagem
multidisciplinar. As abordagens terapéuticas incluem a reabilitagdo
fisica para fortalecer a musculatura, tratamentos cirdrgicos para
correcdo de posicionamentos 6sseos e prevencao de fraturas e a
administracdo farmacoldgica de bisfosfonatos. Quando ha
indicacéo, o PAM intravenoso € o bisfosfonato mais utilizado em
casos moderados a graves de Ol, sua administracao ciclica inibe
a funcdo dos osteoclastos. Por consequéncia, esse farmaco
promove a inibicdo da reabsorcdo 6ssea, auxiliando no aumento
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da densidade mineral 6ssea e na diminuicdo do numero de
fraturas [3, 27].

A portaria 2305/GM de 19 de dezembro de 2001, do Ministério da
Saude do Brasil (BRASIL, M. D. S. D. Portaria n° 2305/GM), em
19 de dezembro de 2001
(http://dtr2001.saude.gov.br/sas/PORTARIAS/Port2001/GM/GM-

2305.htm) designou a Fundacdo Universidade de Brasilia/
Hospital Universitario de Brasilia (FUB/HUB) como um dos
Centros Nacionais de Referéncia para o tratamento da Ol com o
pamidronato dissédico, no @mbito do Distrito Federal. Desde 2002,
133 pacientes com Ol sdo acompanhados pelo Projeto de
Extensdo de Acdo Continuada "Atendimento a Pacientes
Portadores de Anomalias de Desenvolvimento Dentario", na
Unidade de Saude Bucal do HUB, sendo que muitos participam do
protocolo de infusao ciclica intravenosa de pamidronato dissodico.
O acompanhamento odontoldégico neste projeto envolve a
caracterizacdo das manifestacbes bucais e craniofaciais dos
pacientes com Ol assim como promog¢éo de saude e tratamento.

A cabeca da mandibula ou céndilo mandibular integra a
articulagédo temporomandibular (ATM), regido de vital importancia
para os movimentos mandibulares necessarios nas funcdes de
mastigacdo e fala. Embora muitos pacientes com Ol tenham
alteracdes orofaciais evidentes, ainda sdo pouco relatadas na
literatura a qualidade 6ssea e as alteracBes que envolvem a ATM
desses pacientes. Um estudo caso controle recente demonstrou
uma alta prevaléncia de alteracdo na morfologia do condilo em
pacientes com Ol tipo | e IV com diferencas estatisticamente
significativas em relagdo ao grupo controle [28]. Estudo anterior
em individuos negros da Africa do Sul, onde a frequéncia de Ol
tipo 1l é relativamente alta, também revelou alteracdes na forma
da cabeca da mandibula e alteracdo na amplitude de abertura



31

bucal [1]. Outro estudo mostrou diminuicdo de abertura bucal em
pacientes com Ol moderada e severa [2].

Dessa forma, apesar de alguns estudos demonstrarem alteracdes
na morfologia da cabeca da mandibula em pacientes com Ol, até
0 presente momento ndo ha investigacdo sobre o padrao 6sseo
trabecular dessa regido. Portanto, o objetivo do presente estudo
foi caracterizar, por meio da andlise fractal em radiografias
panoramicas, o trabeculado 6sseo da cabeca da mandibula em
adolescentes com Ol em tratamento com pamidronato dissédico
intravenoso e acompanhados na Clinica de Atendimento
Odontolégico a pacientes com doencas raras da Unidade de
Saude Bucal do HUB. Este estudo contribuiu no ambito de um
projeto de doutorado que teve, dentre outros objetivos, verificar se
a idade de inicio do tratamento e a dose acumulada de PAM
interfere na DF da cabeca da mandibula de pacientes com Ol.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 OSTEOGENESE IMPERFEITA

A Osteogénese Imperfeita (Ol) € um grupo heterogéneo de
desordens genéticas raras do tecido conjuntivo, caracterizado por
diferentes graus de baixa massa Ossea e um aumento da
suscetibilidade a fraturas [3, 4]. A incidéncia de formas de Ol
reconheciveis no nascimento é de 1: 10-20.000 [29]. Em paises
com bancos de dados médicos abrangentes, como a Finlandia, a
prevaléncia é estimada em 0,5 por 10.000 individuos sendo a Ol
tipo | e tipo IV os mais prevalentes [3]. Contudo, os dados de
incidéncia e prevaléncia podem ser subestimados porque formas
mais leves de Ol podem néo ser diagnosticadas ao longo da vida
dos individuos.
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Clinicamente, a Ol é caracterizada por fenétipos heterogéneos e
ampla variabilidade no grau de fragilidade e deformidades 6sseas.
A gravidade das manifestacdes clinicas da Ol pode variar desde
quadros de extrema fragilidade Ossea, com fraturas que ja
ocorrem na vida intrauterina, deformidades esqueléticas
importantes e Obito neonatal, até casos com manifestacdes
clinicas discretas e poucas ou nenhuma fratura éssea ao longo da
vida [6, 7]. Além disso, alteracdes extra esqueléticas podem estar
associadas com a Ol, tais como esclera azulada, frouxiddo
ligamentar, hipotonia muscular, dentinogénese imperfeita (DI),
anormalidades nos sistemas cardiovascular e pulmonar,
fragilidade da pele, perda auditiva, ma oclusdo dentaria e
invaginacao basilar (deformidade no desenvolvimento que causa
estreitamento do forame magno) [3, 4, 5, 6, 7].

Em cerca de 85-90% dos individuos, a Ol é causada por mutacdes
autossdmicas dominantes nos genes que codificam as cadeias 1
e 2 do colageno tipo | (COL1AL e COL1A2), afetando a quantidade
ou a estrutura do colageno. Na dultima década, tém sido
identificadas variantes patogénicas recessivas, dominantes e
ligados ao X (15-10%) em uma ampla variedade de genes. Esses
genes codificam proteinas envolvidas na sintese, processamento,
secrecdo e modificacdo pés-traducional do colageno tipo I, bem
como em proteinas que atuam na mineralizacdo e regulam a
diferenciacao e a atividade dos osteoblastos [3, 4, 8].

A primeira classificagdo da Ol foi descrita por Sillence, em 1979.
Ele propds quatro tipos de Ol (I-IV) baseado nas manifestacdes
clinico-radioldgicas, hereditarias e na gravidade da doenca, como
proposto na Tabela 1. Assim, a classificagdo original incluia
apenas os casos com modo de heranga autossémico dominante
[5]. Ao longo das décadas, o avanco de estudos moleculares
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possibilitou a identificacdo de variantes patogénicas em novos
genes em pacientes com Ol e com diferentes padrdes de heranca.
Dessa forma, o entendimento genético da doenca levou a
adaptacdo do sistema de classificacdo original. Portanto, nos
ultimos anos, duas abordagens de classificacdo sdo propostas:
uma clinica, na qual as novas formas de Ol foram incluidas nos 4
tipos de Sillence de acordo com a gravidade clinica, e outra
genética, na qual os tipos I-IV de Sillence sdo usados apenas para
variantes patogénicas em COL1A1 ou COL1A2 e a humeragéo é
continuada para cada nova descoberta genética [3, 4].
Atualmente, 20 subtipos de Ol estdo na base de dados Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM) (https://www.omim.org).
N&o ha consenso entre as duas classificacdes, alguns autores
propdem e utilizam a classificacdo genética-funcional, enquanto o
Nosology Committee of the International Skeletal Dysplasia
Society optou pela abordagem clinica e adicionou um V tipo de Ol
baseado em diferencas radiolégicas distinguiveis dos tipos | a IV
[9, 10]. A classificagdo do Comité de Nosologia para a Ol pode ser
verificada na Tabela 2, onde estdo identificados o padréo de
heranga, os genes envolvidos e a classificagdo da OMIM
correspondente para os tipos de Ol.
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Tabela 1. Classificagéo de Sillence para osteogénese imperfeita

. Gravidade .
Tipo o Caracteristicas
clinica
I Leve Estatura baixa, mas préxima da
adequada; esclera azulada; perda
auditiva de inicio tardio; sem
dentinogénese imperfeita aparente
Il Perinatal letal Natimorto até 1 ano, fraturas que
acontecem no Utero, fraturas
multiplas de costelas e 0ssos longos
no nascimento, baixa densidade dos
0sso0s do cranio nas radiografias,
esclera escura
Il Variedade Fragilidade 6ssea severa; baixa
deformadora estatura extrema; escoliose severa,;
progressiva face triangular; esclera acinzentada;
(Grave) dentinogénese imperfeita
v Moderada Baixa estatura moderada, escoliose

leve a moderada; esclera
acinzentada ou branca;
dentinogénese imperfeita

(Adaptado de Sillence et al.,1979; O’Connell et al., 1999; Glorieux et

al.,2004)
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Tabela 2. Abordagem clinica da classificacdo da osteogénese

imperfeita

Tipo Heranca Gene

Ol tipo 1 (leve) AD COL1A1
AD COL1A2

Ol tipo 2

(perinatal letal) AD COL1A1
AD COL1A2
AR CRTAP
AR LEPRE1
AR PPIB

Ol tipo 3

(progressiva e

deformadora) AD COL1A1
AD COL1A2
AD IFITM5
AR SERPINF1
AR CRTAP
AR LEPRE1
AR PPIB
AR SERPINH1
AR FKBP10
AR TMEM38B
AR BMP1
AR WNT1
AR CREB3L1
AR SPARC
AR TENT5A

Ol tipo 4

(moderada) AD COL1A1

Subtipo OMIM

OMIM Ol tipo |

OMIM Ol tipo Il
OMIM Ol tipo I
OMIM Ol tipo VII
OMIM Ol tipo VIII
OMIM Ol tipo IX

OMIM Ol tipo Il
OMIM Ol tipo Il
OMIM Ol tipo V
OMIM Ol tipo VI
OMIM Ol tipo VII
OMIM Ol tipo VIII
OMIM Ol tipo IX
OMIM Ol tipo X
OMIM Ol tipo XI
OMIM Ol tipo XIII
OMIM Ol tipo XIV
OMIM Ol tipo XV
OMIM Ol tipo XVI
OMIM Ol tipo XVII
OMIM Ol tipo XVIII

OMIM Ol tipo IV
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AD COL1A2 OMIM Ol tipo IV

AD WNT1 OMIM Ol tipo XV
AD IFITM5 OMIM Ol tipo V
AR CRTAP OMIM Ol tipo VII
AR PPIB OMIM Ol tipo IX
AR FKBP10 OMIM Ol tipo XI
AR SP7 OMIM Ol tipo Xl

Ol tipo 5 (com AD IFITM5

calcificacdo das

membranas

interosseas efou
calo hipertrofico)

Adaptado de Nosology and classification of genetic skeletal disorders:
2019 revision. AD: autossdmico dominante; AR: autossdmico recessivo.

O manejo dos pacientes com Ol deve ter uma abordagem
multidisciplinar com objetivo de aumentar a qualidade de vida dos
pacientes, geralmente inclui ortopedistas, fisioterapeutas,
psicologos e especialistas em dor. O tratamento deve ser
individualizado e depende da gravidade da Ol e da idade do
individuo. O manejo ortopédico é fundamental e consiste em
intervengdes cirlrgicas e reabilitagdo. As principais intervencdes
sdo as cirurgias para correcdo de fraturas e colocacdo de oOrteses
como suporte de crescimento dos membros inferiores, além de
fisioterapia e terapia ocupacional para controle da dor
musculoesquelética. O tratamento farmacoldgico inclui as terapias
antirreabsortivas  (bisfosfonatos) e anabdlica (hormbnio do
crescimento). Atualmente, os farmacos mais utilizados para o
tratamento da Ol séo os bisfosfonatos porque existem evidéncias
consistentes de que seu uso aumenta a densidade mineral 6ssea
dos pacientes [30, 31].
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O pamidronato (PAM) é um farmaco da familia dos bisfosfonatos,
potentes agentes antirreabsortivos. Atualmente, a infuséo
intravenosa de pamidronato € o padrdo ouro no tratamento
farmacoldgico de criangas com Ol e tem por objetivo melhorar a
resisténcia 6ssea, diminuir a dor e o nimero de fraturas. O
pamidronato nédo altera diretamente a matriz 0ssea alterada e
desorganizada de pacientes com Ol [3]. As moléculas do farmaco
sdo depositadas na superficie do osso, reabsorvidas por
endocitose pelas células precursoras ou osteoclastos maduros o
que induz a morte celular (apoptose). Entdo, a atividade primaria
dos bisfosfonatos é neutralizar a alta taxa de reabsor¢édo 0ssea
presente na Ol, que por consequéncia aumenta a massa 6ssea. O
novo volume 0sseo ainda é defeituoso, mas a expectativa do
tratamento € que mesmo o 0sso sendo de qualidade prejudicada,
ele seja benéfico para a resisténcia 0ssea [4].

2.2 MANIFESTACOES CRANIOFACIAIS E BUCAIS

A maioria dos pacientes com Ol sdo afetados por variantes
patogénicas nos genes que codificam as cadeias do colageno tipo
I, a principal proteina estrutural do osso e da dentina. As
alteracdes quantitativas e qualitativas nas moléculas do colageno
provocam a mineralizacdo defeituosa dos tecidos esqueléticos e
dentarios. O desenvolvimento dos 0ssos craniofaciais é afetado e
0s pacientes podem apresentar face triangular, osso temporal
protruso, osso frontal proeminente, um occipital saliente,
macrocefalia, subdesenvolvimento vertical das estruturas
dentoalveolares e da cabega da mandibula e alteracbes na
relacdo maxilo-mandibular [13, 32, 33].

Os individuos com Ol tipo | apresentam uma deficiéncia geral de
crescimento, com caracteristicas craniofaciais muito proximas a
normalidade. Os tipos de Ol mais graves (lll e V) apresentam
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anormalidades craniofaciais marcantes como hipoplasia do terco
médio da face e maxila retrognatica. Apresentam, também, risco
aumentado para uma relacdo oclusédo de classe lll, devido ao
subdesenvolvimento vertical das estruturas dentoalveolares e da
cabeca da mandibula e uma alta incidéncia de mordida cruzada
posterior e anterior e mordida aberta posterior [13, 14, 32].

As anomalias dentoalveolares relatadas incluem dentinogénese
imperfeita (DI), ma oclusdo, dentes impactados, erup¢éo ectdpica,
agenesia dentaria, taurodontia e atraso e/ou retardo na cronologia
de erupcdo dentéria. As anomalias dentarias estdo fortemente
associadas ao colageno tipo | alterado qualitativamente [13, 34].
Uma proteina modificada qualitativamente esta associada a um
fenotipo esquelético mais grave do que uma alteracdo quantitativa.
Dessa forma, a presenca de anomalias dentarias esta relacionada
aos tipos moderado e grave de Ol. Estudo classico de O’Connell
etal (1999) que avalia a incidéncia de anormalidades craniofaciais
e dentarias em criancas com Ol tipo Ill e VI demonstrou que a
incidéncia de DI na denticdo decidua foi superior a 80%. A ma
oclusdo dentaria de Classe lll ocorreu em 70% a 80% nha
populacdo desse estudo, com alta incidéncia de mordidas
cruzadas anteriores e posteriores e abertas. A incidéncia de
erupcgao ectopica foi superior a observada na populacdo geral, e
pode ser explicada pela posicdo posterior da maxila.

Como investigado em artigo recente [35], a terapia com
bisfosfonatos (BP) tém efeito no desenvolvimento e mineralizacdo
dos dentes permanentes. O estudo demonstra que a prevaléncia
de agenesia dentaria foi significativamente maior em criancas que
iniciaram o tratamento com BP antes dos 2 anos de idade. Ainda,
foram observados diferentes tipos de distlrbios na formacéo do
esmalte em 52 pré-molares, sendo 51 naqueles que iniciaram o
tratamento antes dos 2 anos de idade. Portanto, sugeriu-se que o
inicio do tratamento da PA antes dos 2 anos de idade aumenta o
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risco de anormalidades na formacdo do dente que se manifestam
como anomalias dentéria de forma, agenesia dentéria e defeitos
de desenvolvimento do esmalte.

3. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de
Brasilia (CEP/FS - UnB), com o registro de numero
15367519.8.0000.0030 (anexo).

Pacientes com Ol e grupo controle

Por meio de um estudo transversal, retrospectivo, pacientes com
idade entre 12 e 17 anos (no momento do exame radiografico)
foram selecionados a partir de um banco de dados com 145
pacientes com Ol tratados com PAM, com idade entre 2 e 65 anos,
acompanhados na Clinica de Atendimento Odontoldgico a
pacientes com doencas raras da Unidade de Salde Bucal do
HUB. Os pacientes da amostra estavam em tratamento com PAM
dissadico intravenoso no Servigo de Endocrinologia Pediatrica do
HUB.

Foram incluidas no estudo, as RPs que atenderam critérios
técnicos de qualidade para evitar distor¢cdo da imagem. Assim, 0s
pacientes foram posicionados de acordo com um protocolo
padronizado para aquisicdo do exame, com o plano de Frankfurt
paralelo ao solo e o plano sagital mediano perpendicular ao plano
horizontal. Ainda, a cabe¢a da mandibula deveria estar totalmente
visivel. Imagens com achados que comprometessem a analise
fractal, como presenca de &rea escleréticas, erosdes ou outras
lesGes, foram excluidas do estudo.
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Inicialmente, foram selecionados 40 pacientes para o estudo.
Entretanto, trés pacientes foram excluidos devido a qualidade das
RPs ndo cumprirem os critérios de inclusdo do estudo. Outros
quatro pacientes foram excluidos: um porque o tratamento iniciou
na mesma data do exame radiogréfico e trés devido a falta de
dados consistentes sobre seu tratamento.Para cada paciente com
Ol, trés RPs de adolescentes saudaveis pareados por idade e
sexo foram selecionados aleatoriamente do banco de dados
radiograficos da Unidade de Saude Bucal do HUB. Os mesmos
critérios de exclusao, qualidade técnica e visualizagdo adequada
da cabeca da mandibula foram aplicados. Todas as RPs foram
categorizadas de acordo com o sexo, idade e tipo de Ol em
planilhas para posterior analise estatistica.

Radiografia panoramica

A amostra do grupo Ol incluiu radiografias digitais e analdgicas,
enquanto a do grupo de pacientes saudaveis incluiu apenas
radiografias digitais. As radiografias digitais foram obtidas por um
aparelho de raios X panoramico digital (Kodak 8000 digital
Panoramic system) a uma quilovoltagem de 72 a 80 kVp,
miliamperagem média de 15 mA, e tempo de exposicéo de 13,9
segundos. As radiografias analogicas foram realizadas com o
aparelho Rotograph Plus (Villa Medical System, Italia), com tempo
de exposicdo de 15s, miliamperagem média de 10 mA e
quilovoltagem de 60 a 75 kVp. Em seguida, essas radiografias
foram digitalizadas em 16-bit de profundidade de aquisicdo em
escala de cinza e 720 dpi de resolucédo espacial, com um scanner
com adaptador de transparéncia (Epson Expression 1680Pro;
Seiko Epson Corp, Japao). Todas as imagens foram compactadas
no formato JPEG para fins de armazenamento no banco de dados
do hospital. A compresséo das imagens foi realizada em um nivel
razoavel, seguindo os mesmos parametros de alguns estudos
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anteriores [36, 37]. Embora o formato TIFF seja preferivel para a
andlise quantitativa do osso trabecular, os estudos citados
demonstraram a robustez da analise fractal, mesmo quando o
célculo foi realizado em imagens comprimidas [36, 37].

Medidas de Dimenséao Fractal

As analises de DF foram realizadas nas cabecas da mandibulas
direita e esquerda. Todo o processo de obtencédo da medida de
DF foi realizado no software ImageJ, versdo 1.52a [38]. Uma
regidao de interesse (ROI) padronizada em 60 x 60 pixels foi
selecionada dentro dos limites corticais de cada cabeca da
mandibula direita e esquerda (Figura 1). Optou-se por posicionar
0s veértices superiores dos ROIs o mais superior possivel,
obedecendo os limites corticais. Quando essa localizagdo nédo foi
possivel, devido a anatomia dos condilos, priorizou-se o contato
cortical mais anterior.

Figura 1. A seta indica a localizag&o do ROI, destacado em amarelo, na
cabeca da mandibula em radiografia panoramica de paciente com Ol.
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Todas as imagens foram processadas com base em diversos
estudo anteriores [21, 23, 39]. A Figura 2 mostra a sequéncia do
processamento de imagem para o calculo de DF. Inicialmente, o
ROI foi separado da imagem original e duplicado (B). Em seguida,
essa imagem duplicada foi borrada com um filtro Gaussian (sigma
— 35) para remover variacdes de brilho devido a sobreposicédo de
tecidos moles e espessura variavel do osso (C). Aimagem borrada
foi subtraida da imagem original do ROl e um valor de cinza de
128 foi adicionado para que os espac¢os medulares e as trabéculas
Osseas fossem discriminados entre si (D e E). Aimagem resultante
foi transformada em binaria, o ruido foi eliminado com eroséo e o0s
contornos das estruturas foram enfatizados usando dilatagdo. A
imagem foi invertida para tornar as trabéculas pretas e 0s espagos
medulares brancos (F, G e H). Por fim, a imagem foi
esqueletonizada (I) e o célculo de DF foi realizado pela técnica
algoritmica de contagem de células (box counting, segundo
método definido por White & Rudolph). No algoritmo de contagem
de caixas, um guia que contém caixas cujos tamanhos eram 2, 3,
4,6, 8, 12, 16, 32 e 64 pixels foi sobreposto ao nosso ROI.
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Figura 2. Processamento da analise da dimensao fractal em uma regido
de interesse selecionada em uma radiografia panoramica. A — O ROI foi
posicionado dentro dos limites corticais do cbndilo (observe a seta
indicando a regido destacada em amarelo). B — ROl separado e
duplicado. C — Imagem borrada com filtro Gaussian. D — Resultado da
subtracdo da imagem. E — Resultado da soma do valor de cinza de 128.
F — Imagem binaria. G — Imagem erodizada. H — Imagem dilatada. | —
Imagem esqueletonizada.

Andlise estatistica

Para a calibragéo, dois observadores (LP e ML) avaliaram 38 RPs
de forma independente e com um intervalo de 15 dias repetiram a
avaliacdo. A concordancia entre os avaliadores foi avaliada pela
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andlise de Bland e Altman (B&A) e pelo indice de Correlacéo
Intraclasse (ICC; parémetros de Portney e Watkins) de 144
medidas de DF das RPs dos pacientes. Os limites estatisticos
foram calculados usando a média e desvio padrdo (DP) das
diferencas entre as medidas dos avaliadores. O nivel de
significancia foi estabelecido em 5%.

Apos verificar a normalidade da distribuicdo das medidas de DF
por meio do teste de Shapiro-Wilk, a estatistica descritiva foi
calculada (média e DP) para apresentar as caracteristicas dos
grupos de pacientes e controle. A analise de regressao linear foi
realizada para cada variavel isolada que pode ter afetado o grupo
de estudo. Em seguida, foi realizada analise de regressao linear
de efeitos mistos com comparacées de multiplos grupos para
testar as interagdes entre as variaveis.

Foi utilizado um modelo linear, pois analisamos mais de uma
medida (DF esquerda e direita) para cada sujeito. Portanto, as
respostas da andlise dos dados foram agrupadas. Para projetos
de medidas repetidas, os modelos lineares de efeitos mistos séo
preferiveis a andlise de variancia de medidas repetidas. O nivel de
significancia foi estabelecido em 5%. Os dados foram analisados
com o software R (versédo 4.0.0, 2011; SAS Inst., Cary, NC, EUA).

4. RESULTADOS

Em relacéo a confiabilidade, observou-se forte concordancia entre
os dois avaliadores. O viés médio (x DP) entre o primeiro e 0
segundo avaliador nas medidas de DF foi de 0,0065 + 0,068, e os
limites de concordancia foram — 0,126 e 0,139. A calibracéo
testada pelo ICC, onde indices acima de 0,7 indicam forte
concordancia, demonstrou boa reprodutibilidade, com um ICC
interexaminador de 0,9329 (0,9068-0,9517). O ICC
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intraexaminador foi de 0,9854 (0,9635-0,9942) para o examinador
1 e 0,9484 (0,8707-0,9794) para o examinador 2.

A Tabela 3 resume as caracteristicas demograficas e clinicas dos
individuos estudados. O grupo Ol foi composto por 33
adolescentes de ambos os sexos, com idade entre 12 e 17 anos,
no momento do exame radiogréafico. O grupo controle foi constitido
de 99 adolescente saudaveis, pareados por idade e sexo.

Tabela 3. Distribuicdo demogréfica dos individuos do estudo

Ol tipo | Ol tipo 1lI Ol tipo IV Total
Pacientes Ol
Numero de sujeitos 9 11 13 33
Sexo M/F 4/5 5/6 10/3 20/13

Idade no momento

doexame m (tdp) 137 GLD  127(:09) 129(:13) 131 (:L1)

Grupo controle
NuUmero de sujeitos 99

Sexo M/F 60/39

Idade no momento

do exame m (+ dp) 13,2 (+1,3)

M/F: masculino/feminino; m (+ dp): média (+ desvio padréo)

Para as andlises estatisticas foram considerados o0s
posicionamentos dos ROIs e as medidas de DF apenas do
examinador 1, totalizando 264 andlises de ambos 0s grupos.
Quando avaliados os efeitos do sexo dos individuos e o lado da
ATM nos resultados da DF, ndo foi encontrada influéncia.
Portanto, analises subsequentes foram realizadas com duas
medidas de DF por paciente, sem considerar especificamente qual
lado condilar foi analisado ou o sexo do individuo.
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Os valores médios de DF foram significativamente menores no
grupo Ol (1,23 + 0,15) em relagdo ao grupo controle (1,29 + 0,11;
p <0,01; Figura 3). Posteriormente, foram testadas as seguintes
variaveis que potencialmente poderiam influenciar os resultados:
o lado da cabeca da mandibula, sexo, tipo de Ol e idade do
paciente. O tipo de Ol foi o Unico que apresentou efeito
estatisticamente significativo nos resultados da DF. A Tabela 4
resume esses resultados.

y
1,45
1,4
e 1,35
o
c 1,3
£
a 1,25 1,8 S
m
5 12 1,03
£
U 1,15
11
1,05
1
Control group Patients group

Figura 3. Valores médios de DF para o grupo de pacientes e 0 grupo
controle.
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Tabela 4. Resultados da DF de acordo com o tipo de Ol

Variavel n (ATM) DF média (DP)
Grupo controle 198 1,29 (+ 0,11) *
Grupo Ol
Ol tipo | 18 1,18 (£ 0,18) *
Ol tipo 11l 22 1,25 (+ 0,15)
Ol tipo IV 26 1,25 (x0,12)
Total grupo Ol 66 1,23 (x0,15) *

n (ATM): quantidade de andlises na articulagdo temporomandibular; DF:
dimensao fractal; DP: desvio padrdo; *p < 0,01

Em relacéo ao tipo de Ol, os pacientes com Ol tipo | apresentaram
valores de DF menores (1,18 £ 0,18; p <0,01) do que os pacientes
com tipo Il (1,25 £ 0,15; p=0,10) ou IV (1,25 + 0,12; p = 0,05).

5. DISCUSSAO

Este estudo se propds a caracterizar o trabeculado 0sseo da
cabeca da mandibual em individuos com formas moderadas e
graves de Ol tratados com infusédo ciclica de pamidronato. Para
esse fim, a DF foi calculada com base nas RPs de pacientes com
Ol e comparada a um grupo controle. Os valores médios de DF
foram significativamente menores no grupo OIl. Tais achados
provavelmente decorrem das trabéculas 6sseas reduzidas em
ndmero e anormalmente finas nesses individuos, compativel com
0 descrito na literatura sobre valores menores de DF associados
a uma menor complexidade trabecular [39, 40].

A DF do osso trabecular mandibular com base nas RPs foi
previamente avaliada para identificar alteragdes sistémicas que
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podem alterar o tecido 6sseo [15]. Estudos anteriores utilizaram a
DF para avaliar esse parametro e do osso cortical madibular em
pacientes com osteoporose [23, 24, 25]. Em criancas com Ol,
alteracdes no osso cortical da mandibual foram localizadas
usando esse método [21].

A avaliacdo do osso trabecular da mandibula em pacientes com
Ol é pouco descrita [21]. Os estudos disponiveis que avaliaram
esse critério foram em pacientes com osteoporose. Assim como
na Ol, a osteoporose diminui a espessura e 0 numero de
trabéculas e aumenta a distancia entre elas. Embora alguns
estudos encontraram uma correlacdo positiva entre a analise de
DF e alteracdes osteoporéticas no o0sso trabecular do corpo
mandibular em mulheres na pds-menopausa [25], outros né&o
encontraram alteracbes significativas dessa analise no 0sso
alveolar da mandibula em individuos osteoporoéticos [24].

Na regido da ATM, o uso da DF ainda é pouco explorado. Contudo,
Arsan et al. [39] mostraram resultados semelhantes na analise de
DF da ATM em pacientes adultos com doencas articulares
degenerativas. Nesses pacientes, a complexidade trabecular da
cabega da mandibula diminuiu quando as alteragbes erosivas e
escleréticas eram evidentes. Outro estudo demonstrou que a DF
pode ser um método (til para discernir diferencas trabeculares nas
areas condilares de individuos com bruxismo [40]. Esses dois
estudos apontam a DF como uma ferramenta para aprimorar a
avaliagcdo do sistema estomatognatico.

Criancas com Ol podem apresentar crescimento anormal do
complexo craniofacial, malformagédo dos maxilares superiores e
inferiores e nos arcos dentarios [1, 28, 35]. Essas alteracdes
decorrem da diminuicdo da producédo de colageno tipo I, que
dimunui o nimero de trabéculas no 0SS0 esponjoso nesses
individuos [27]. A terapia ciclica com pamidronato aumenta o
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volume 0Osseo trabecular nos pacientes com OI, aumentando o
ndmero de trabéculas, impulsionado pela acdo da droga [41]. A
influéncia dessa terapia no crescimento 6sseo dos coOndilos
mandibulares em criancas com Ol foi também investigado, na
mesma amostra de criancas com Ol, pelo nosso grupo de
pesquisa. Os resultados mostraram que os valores de DF no 0sso
da ATM foram influenciados positivamente pela duracdo do
tratamento com pamidronato ciclico e pela idade do individuo no
inicio do tratamento.

No nosso estudo, o resultado da DF foi menor nos pacientes com
Ol tipo | em relagdo aos tipos Il e IV. De inicio, esse resultado
parece contraditério, pois relaciona uma maior complexidade do
0sso trabecular em pacientes com subtipos clinicamente mais
graves. Contudo, nossa instituicdo adota o protocolo de realizar o
tratamento com pamidronato em alguns pacientes que
apresentam formas mais graves de Ol tipo I, com fraturas
recorrentes. Assim, todos os pacientes deste estudo, inclusive
aqueles com Ol tipo |, apresentaram-se como casos moderados
ou graves. No entanto, os pacientes com Ol tipo Il geralmente séo
diagnosticados mais cedo do que aqueles com outros tipos devido
as suas caracteristicas clinicas. Quando observamos a
distribuicdo dos pacientes identificamos que um maior nimero de
pacientes com os tipos Ill e IV iniciaram o tratamento mais
precocemente e 0 receberam por mais tempo quando comparados
aos do tipo | de Ol. Dessa forma, o que poderia explicar 0s
resultados sdo a idade de inicio do tratamento e a duracdo da
terapia, e ndo o tipo de Ol isoladamente.

Apesar da importancia da ATM para as fungdes vitais como fala e
mastigacdo, poucos estudos avaliam como as displasias
esqueléticas podem afetar o crescimento da ATM [42]. Na Ol,
embora suas manifestacBes maxilofaciais tenham implicacdes no
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manejo facial e odontolégico dos pacientes, ha poucos estudos
gue investiguem seu significado clinico para a ATM [1, 2]. Ainda,
o efeito da infusdo ciclica de PAM nessa regido de interesse nao
€ descrito. Dessa forma, em criangas com Ol, o desenvolvimento
O0sseo da ATM também deve ser considerado no contexto do
cuidado integral a saude.

Nossa instituicdo € um centro de referéncia para o tratamento com
pamidronato de pacientes com Ol, por isso o desenho do nosso
estudo ndo incluiu pacientes com formas leves de OI, que néo
necessitam de terapia com bisfosfonatos. Um segundo grupo
controle formado por esses pacientes poderia representar outro
aspecto da DF na andlise da cabeca mandibula, além de nao ter
o valor da DF influenciado pelo farmaco. A utilizacdo de um exame
de imagem bidimensional na avaliacdo Ossea pode ser
considerada outra limitagdo do estudo. Por outro lado, as
radiografias panordmicas representam um exame de rotina na
pratica diaria e possuem uma dose de radiacdo relativamente
baixa, permitindo uma avaliagdo geral do complexo
maxilomandibular [15].

Em concluséo, este estudo demonstrou que o trabeculado 6sseo
da cabeca da mandibula pode estar alterada em pacientes
pediatricos com formas moderadas e graves de OlI, que
apresentaram valores de DF menores em comparagdo com
individuos saudaveis. Clinicamente, a caracterizacdo da
microarquitetura 6ssea da ATM nessa populacéo tem o potencial
de qualificar a assisténcia integral e individualizada ao paciente
com Ol. Além disso, pode influenciar nas medidas preventivas
para o desenvolvimento da DTM e seu tratamento.
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Author information

e The name(s) of the author(s)
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Abstract

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract
should not contain any undefined abbreviations or unspecified
references.

Keywords

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

Text

Text Formatting
Manuscripts should be submitted in Word.

e Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for
text.

e Use italics for emphasis.

e Use the automatic page numbering function to number the
pages.

e Do not use field functions.

e Use tab stops or other commands for indents, not the space
bar.

e Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

e Use the equation editor or MathType for equations.

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

Headings
Please use no more than three levels of displayed headings.

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

Footnotes

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

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables
should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks
for significance values and other statistical data). Footnotes to the
title or the authors of the article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.
Scientific style

e Please always use internationally accepted signs and
symbols for units (S| units).

e Nomenclature: Insofar as possible, authors should use
systematic names similar to those used by Chemical
Abstract Service or IUPAC.

Generic names of drugs and pesticides are preferred; if trade
names are used, the generic name should be given at first mention.
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Tables

e All tables are to be numbered using Arabic numerals.

e Tables should always be cited in text in consecutive
numerical order.

e For each table, please supply a table caption (title)
explaining the components of the table.

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

e Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-
case letters (or asterisks for significance values and other
statistical data) and included beneath the table body.

Figure Numbering

e All figures are to be numbered using Arabic numerals.

e Figures should always be cited in text in consecutive
numerical order.

e Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c,
etc.).

e If an appendix appears in your article and it contains one or
more figures, continue the consecutive numbering of the
main text. Do not number the appendix figures, "Al, A2,
A3, etc." Figures in online appendices [Supplementary
Information (SI)] should, however, be numbered
separately.

Figure Captions
e Each figure should have a concise caption describing

accurately what the figure depicts. Include the captions in
the text file of the manuscript, not in the figure file.
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Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed
by the figure number, also in bold type.

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

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

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

Figure Placement and Size

e When preparing your figures, size figures to fit in the column
width.

e For large-sized journals the figures should be 84 mm (for
double-column text areas), or 174 mm (for single-column
text areas) wide and not higher than 234 mm.

e For small-sized journals, the figures should be 119 mm wide
and not higher than 195 mm.

Research involving human participants, their data or
biological material

Ethics approval

When reporting a study that involved human patrticipants, their data
or biological material, authors should include a statement that
confirms that the study was approved (or granted exemption) by
the appropriate institutional and/or national research ethics
committee (including the name of the ethics committee) and certify
that the study was performed in accordance with the ethical
standards as laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and its
later amendments or comparable ethical standards. If doubt exists
whether the research was conducted in accordance with the 1964
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Helsinki Declaration or comparable standards, the authors must
explain the reasons for their approach, and demonstrate that an
independent ethics committee or institutional review board
explicitly approved the doubtful aspects of the study. If a study was
granted exemption from requiring ethics approval, this should also
be detailed in the manuscript (including the reasons for the
exemption).

Ethics approval for retrospective studies

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



