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The presence of growth factors in human saliva and possibles
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RESUMO

A saliva e o plano oclusal humanos apresentam significativas mudangas durante o periodo prépuberal e puberal. Amostras de saliva foram
coletadas de 30 individuos, ambos os sexos, entre 11 e 16 anos. Os resultados demonstraram a incidéncia de maior proliferagdo celular nas
meninas entre 11 e 13 anos e nos meninos de 14 a 16 anos. Ha alguma evidéncia de que esta ocorréncia coincida com uma constelagéo de

caracteristicas clinicas indicativas do processo de crescimento.

ABSTRACT

There are significative changes on the human saliva and the occlusal plane during the prepubertal and pubertal period. Saliva samples were
collected from 30 subjects, both sexes, between 11 and 16 years old. The results show a major incidence of cells proliferations in girls,
between 11-13 years, and boys from 14 to 16 years. There is some evidence that this occurrence coincides with a constellation of clinical

features indicative of the growth process.
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Introdugao

O pertideo “Fator de Crescimento” &€ um
elementeo do complexo da linguagem biolégi-
ca, sendo a base para a comunicagao
intercelular em organismos multicelulares.
Esses fatores promovem o crescimento das
células mas, também podem inibi-lo. Por outro
lado, regulam fungdes celulares tais como, o
controle de diferenciagao celular e aregulagdo
metabélica. Essas substancias sdo sintetiza-
das numa grande variedade de células e atu-
am em muitos tecidos.

Inicialmente, o fator de crescimento foi
identificado como uma substancia mitogéncia
denominada “Epidermal Growth Factor” (EGF).
Essa mesma substancia foi reconhecida, tam-
bém, com potente atividade antimitogénica
em células de foliculo capilar'.

Apesar do EGF ter sido isolado e purifica-
do pela sua habilidade de causar erupgdo
prematura de incisivo em camundongos, foi
demonstrado recentemente que dentes de
camundongos recém-nascidos tratados com
EGF sdo anormalmente pequenos® e ainda
ha evidéncias de que esse fator esteja presen-
te na glandula salivar submaxilar de ratos
adultos e ductos da glandula submandibular
em humano®. Além disso, ainda no homem o
EGF é encontrado no foliculo dental de pré-
molares, células do mesenquima apical e va-
$0s sanguineos entre outras estruturas como
por exemplo, nas glandulas mamarias durante

a embriogenesis e a gravidez®.

Estes fatores sao altamente semelhantes
aos polipeptidios hormonais quanto as suas
fungdes em tecido e usam mecanismos de
transporte ndo sistémicos. Esta semelhanga
exige receptores na superficie das células e
efeitos na expressao génica.

Desta forma, esse grupo de substéncias
faz parte do sistema endécrino, mesmo sendo
pertencente a um grupo separado de
Polipepitideos do Fator de Crescimento.

O objetivo deste trabalho é comprovar a
presenca do fator de crescimento induzindo a
proliferagdo celular (celular A-31) na saliva
humana em individuos de ambos os sexos de
11 a 16 anos.

Foi demonstrado clinica e experimental-
mente®#que nessa época ocorre uma modu-
lagdo nitida do plano oclusal, isto &, existe
uma distancia variavel entre a linha oclusal
superior e a inferior de acordo com a idade e
diferente, segundo o sexo.

A variagdo do nivel de horménios afeta a
velocidade de renovagdo do osso alveolar e
do crescimento da cartilagem condilar influen-
ciando ainda o coxim retromeniscal, a ativida-
de muscular'®-12-18-172526 ¢ também a velocida-
de da erupgdo®*. Esse conjunto de eventos
endocrinologicos, entre outros, poderiam co-
incidentemente ou nao, afetar a composigéo
salivar. Dai o interesse em observar se hauma
relagdo entre as alteragdes do plano oclusal e
a saliva.

Materiais

Saliva humana (10ml), foi coletada direta-
mente e dividida em 4 grupos segundo a idade
11-13 e 14-16 anos e sexo, feminino (14 indi-
viduos) e masculino (16 individuos). O materi-
al foi colocado, imediatamente, em geladeira a
5°C. Células A-31 (Balb-c/ 3T3) foram presen-
teda Dra. MariC. Armelin do Departamento de
Bioguimica da Universidade de Sdo Paulo
(USP). Chicken egg albumin e DME foram
importados da Sigma Co. (St. Louis, MO,
U.S.A)) 3Htdr foi importada da Amersham
(Arlington Heights U.S.A.). FCS foi importado
da Biosys S.A. outros reagentes foram da
Merck Darmstadt, F.R.G.

Metodologia

Preparagao das células e ensaio
proliferativo
A preparagao das células e o ensaio de

proliferagéo foram descritos de acordo com os

métodos de Armelin'e Todaro & Gree?.
Primeiro dia - As células A-31%, permane-

ceram em meio de cultura contendo FCS 5%

(1ml) e DME em 2.0 x 10* células por “well’.
Segundo dia - As células foram lavadas

*  Bioquimica-Laboraténio de Bioquimica e Biofisica
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com PBS (1.5 ml) e FCS 0.5% numa concen-
tragdo final de 200 ulpor “well”.

Terceiro dia - 20 ul de saliva humana
(centrifugada a 5° C por 30 min usando uma
centrifugarefrigerada modelo Spin Vlliofilizada
e dissolvida em solugéo salina 0,9% de NaCl)
e 20 ul de 3Htdr foram adicionados na cultura
das células.

Quarto dia - As células foram coletadas e
a sua proliferagdo foi medida apos lavagem
com TCA 5% gelado e adigdo de NaOH I N
(200 ul) e incubadas a 48° C por 30 minutos.
Apoés este tempo, os filtros numerados (1x 1,5

cm) contendo as células foram colocados para:

secagem com liquido cintilante e vermelho e a
leitura foi realizada usando um aparelho
cintilador modelo Beckman.

Determinagédo da proteina
A proteina foi determinada pelo Método de
Reagéo de Biureto®.

Abreviagées

* FCS - Soro fetal de bezerro

* DME - meio de cultura Dulbecco

+ PBS - salina fosfato tamponada contendo
CA++ e Mg++

* 3Htdr - timidina tritiada

+ CPM - contagem por minuto

Prolifera¢do Celular de acordo com a
Diluigao

Proliferagdo Celular e diluigdo da concen-
tragdo de proteina da saliva tém uma relagéo
inversa, como mostra a Figura 1. O coeficiente
de correlagdode Pearson negativo (r=-0.8073)
mede o grau de correlagdo entre estas duas
variaveis.

Proliferacao Celular vs Diluicao
Amostra
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Os gréficos na Figura 2 A & D mostram o
comportamento da porcentagem de prolifera-
¢do celular conforme as cinco diluicdes (5x,
10x, 20x, 50x, 100x) para os quatro grupos
estudados dois a dois. A porcentagem signifi-
cativa para proliferagéo celular foi dada a partir
de 70%, considerando-se fatores tais como, a
saliva bruta e a sensibilidade de proliferagéo
das células. Fica assim claro que no sexo
feminino as mais velhas (14-16 anos) ; tém
maior porcentagemde proliferagao celular que
as mais novas sob a diluigdo 5x. Esta condi-
¢ao, porém, se equivale nas proximas duas
diluigdes (10x e 20x) e se inverte nas diluigdes
maiores (50x e 100x), onde as meninas de 11
a 13 anos tém porcentagem de proliferagdo
celular maior que as de 14 a 16 anos. Entre os
meninos, a porcentagem de proliferagdo celu-
lar do grupo de 14 a 16 anos é maior que a do
grupo de 11 a 13 anos em todas as diluigdes
estudadas.

Entre os mais novos (11 - 13 anos), as
meninas tém maior porcentagem de prolifera-
¢do celular na saliva que os meninos em todas
as diluicdes. No grupo de 14 a 16 anos, as
meninas tém maior porcentagem de prolifera-
¢do celular, significativa, sob a dilui¢ao de 5x;
nas demais dilui¢des, a curva de porcenta-
gem de proliferagdo celular dos meninos é
maior entre 10x e 50x e se equivale entre 50x
e 100x.

A figura 3 mostra o grafico das curvas dos
quatro grupos estudadas simultaneamente.
Na dilui¢do de 5x, o grupo de meninas de 14 a
16 anos tem 100% de proliferagdo celular na
saliva; a segunda maior porcentagem de pro-
liferagdo celular € do grupo de meninos de 14

-a 16 anos, seguido do grupo de meninas de 11

a 13 anos e, por Ultimo, o de meninos de 11 a
13 anos. Em resumo; para a menor diluigdo
estudada (5x), o sexo feminino tem porcenta-
gem de proliferagdo maior que o masculino e
os mais velhos (14-16) tém porcentagem de
proliferagdo celular maior que os mais novos
(11-13 anos).

Para as diluigdes 10x e 20x, os grupos
feminino e masculino de 14 a 16 anos invertem
as ordens, isto &, nesta faixa etaria, a porcen-
tagem de proliferagdo celular de meninos pas-
sa a ser maior que a de meninas.

Sob diluigdes maiores (50x e 100x), meni-
nos mais velhos e meninas mais novas tém
porcentagens de proliferagdo celular muito
parecidas e maiores que meninos mais novos
e meninas mais velhas, que também tém por-
centagem de proliferagdo celular parecidas
entre si.

A tabela 1 ilustra as quatro curvas de uma
forma global. Note-se que, apesar do grupo
feminino de 14 a 16 ano ter porcentagem
maxima (100%) de proliferagdo celular na
saliva na diluigdo de 5x, o grupo masculino de
14 a 16 anos (que tem a segunda maior
porcentagem de proliferagdo celular nesta di-
luigdo) é que tem porcentagem de proliferagdo

celular maior que todos os outros nas demais
diluigdes. Ja o grupo feminino de 14 a 16 anos
decresce mais rapidamente que os demais,
disputando o segundo e o terceiro lugar com o
grupo feminino de 11 a 13 ano a partir da
dilui¢do de 10x. O grupo masculinode 11a 13
anos teve menor porcentagem de proliferagdo
celular que os demais em todas as diluigdes
estudadas.

NaFigura 3 nota-se também que os Unicos
grupos que atingem uma % de estimulagdo de
crescimento celular acima de 65% s&o os de
14 a 16 anos (meninas na diluigdo 5x e meni-
nos nas diluicdes 5x e 10x).

As diluigdes da concentragdo de proteina
de cada amostra de saliva (1, 2, 3, e 4), com
solugdo salina (0.9% de NaCl), foram realiza-
das para mostrar os efeitos na proliferagdo
celular, os quais dependem da concentragdo
de proteina da saliva.

TABELA 1
Comparagdo entre a porcentagem de
proliferagdo celular dos quatro grupos quanto
a sua colocacao em cada uma das cinco
diluigoes estudadas.

GRUPO 5X 10X 20X 50X 100X

Feminino 14-16 anos 1 20 3 3 I
Masculino 14-16 anos 2 1 1 1° 1°
Feminino 11-13 anos 3 3 20 20 2°
Masculino 11-13 anos 4° 4% 4° 40 4°

Proliferagao Celular de acordo com a
Concentragdo de proteina

O comportamento dos grupos quanto a
proliferagéo celular de acordo com a concen-
tragdo de proteina € similar ao do item anterior
(diluigdo), a unica diferenca € que com a
concentragdo de proteina, a relagdo ndo é
inversa, mas sim direta. Neste caso, quanto
maior a concentragdo de proteina, maior a
proliferagdo celular , como indica o coeficiente
de correlagdo de Pearson positivo de 0.7616
(Figura 1).

As meninas de 14 a 16 anos tém porcen-
tagem de proliferagéo celular maior do que as
de 11 a 13 anos, para concentragdes de pro-
teina acima de 400 ug/ml. Os meninos de 14 a
16 anos tém porcentagens de proliferagdo
celular maior que os de 11-13 anos para todos
os niveis de concentragao de proteinaentre os
individuos mais novos (11-13 anos), as meni-
nas tém porcentagem de plofiferagdo celular
maior que os meninos para todos os niveis de
concentragdo de proreina; este comportamento
se repete nos mais velhos (14 a 16 anos)
apenas para concentragdes de proteina aci-
ma de 350 ug/mi (Figura 4A a D).

Na Figura 5, podemos estudar o compor-
tamento das curvas de porcentagem de proli-
feragdo celular de acordo com a concentragéo
de proteina dos quatro grupos simultanea-
mente. Nota-se que a partir de concentragdes
de proteinaacima de 350 ug/ml, os grupos tém
0 seguinte comportamento: meninas de 14 a
16 anos tém maior porcentagem de prolifera-
¢30 celular , meninos de 14 a 16 anos tém a
segunda porcentagem de proliferagado celular,
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seguidos de meninas de 11 a 13 anos e por
ultimo, meninos de 11 a 13 anos. Em resumo,
meninas tém porcentagem de proliferagéo
celular maior que meninos e 0s grupos com
idade maior (14-16 anos) tém porcentagem de
proliferagdo celular maior.

Consideragédes finais e

aspectos clinicos

A saliva de 30 individuos no periodos pré-
puberal e puberal foi dividida em quatro gru-
pos: 8 meninas de 11 a 13 anos; 6 meninas de
14 a 16 anos; 9 meninos de 11 a 13 anose 7
meninos de 14 a 16 anos. A saliva de cada
individuo foi misturada num unico tubo de
acordo com cada grupo. Por isso apenas a
proliferagao celular total foi medida e ndo ade
cada individuo. Isso nos impossibilita fazer
inferéncia estatistica, uma vez que nao temos
repeticdes. Por outro lado, os resultados da
saliva de dois individuos, 25 e 45 anos, acima
das faixas etarias estudadas, foram negativos
para a presenca de Fator de crescimento
(resultado ndo mostrado). Isto poderia confir-
mar os dados encontrados nos grupos referi-
dos acima, uma vez que foram obtidos indivi-
dualmente e com repeti¢des. Assim sendo, os
resultados obtidos a partir deste estudo piloto
devem ser entendidos como base para outra
investigagdo que ja foi iniciada. Cada tubo de
saliva foi estudado para cinco diluigdes: 5x,
10x, 20x, 50x e 100x; em cada diluigdo foi
medida a concentragdo de proteina em ug/ml.
Todos os dados encontram-se na Tabela 2.

Além da idade cronologica sdo considera-
das entre outras a estatural, vertebral,

esqueletal e dental. Todas elas sdo depen-
dentes da agado hormonal e apresentam deter-
minados padrdes cronobiolégicos 391327,

O pico de velocidade de crescimento
estatural (PHV) atinge, aproximadamente, os
meninos aos 14 anos e as menias aos 12. A
idade vertebral acompanha a estarural'*?.

A erupgdo dentaria e o crescimento tanto
da maxila, quanto da mandibula ndo sdo uni-
formes.245.16182527 g o fendmeno rotacional é a
adaptagdo compensatdria que no maxilar infe-
rior, além de morfolégico & posicional.®®

O crescimento da cartilagem condilar so-
bre aceleragdo a partir de 11 anos nas meni-
nas e 13 anos nos meninos. Em consequéncia,
ha uma afastamento dos maxilares entre si. A
distancia interoclusal criada é ocupada pelos
dentes durante a segunda fase da erupgéo
ativa (14-18 anos ambos os sexos)*#. Este é
um periodo de grandes e rapidas mudan-
¢as?®, Durante esta fase os dentes se mo-
vem dois a trés milimetros medidos entre seus
apices e o canal dentario inferior. A distancia
interoclusal medida entre fossa/cuspide é dis-
creta, se o crescimento € harmonioso, e evi-
dente, se fasico. Ela é mais visivel em pacien-
tes em tratamento com aparelhos ortopédicos
funcionais, segundo o tipo de maloclusdo e, &
diferente de acordo com o dente considerado.
A modulagdo do plano oclusal também é dife-
rente de acordo com a idade, em ambos os
sexos?*®, O numero de contactos dentarios
em posigdo de maxima intercuspidagdo au-
mentam consideravelmente tanto nos meni-
nos quanto nas meninas, entre os 14-15 anos
até os 16-17 anos?*2,

Finalmente, no periodo de desaceleragéo
da velocidade de crescimento estatural ocorre

TABELA 2
Descri¢cao dos dados

a mudanga de voz pré-puberal, que se apre-
senta aproximadamente no -pico, para voz
adulta nos meninos® e a menarca®*?. Nas
meninas o periodo de amadurecimento de
ovulagdo e do corpo luteo termina 6 a 9 meses
depois da menarca’ e, as descargas irregula-
res (“spiking phenomenon”) de progesterona
na saliva, que aconteciam desde antes da
menarca, 11 anos, na maior parte das vezes
terminam aos 14 anos de maneira progressi-
va'®,

Pode-se admitir entdo que nas meninas
prevalega a incidéncia de proliferagédo celular
entre 11 e 13 anos quando ocorre 0 aumento
de velocidade de crescimento da cartilagem
condilar ( a partir dos 11 anos), o pico de
velocidade de crescimento (em geral aos 12
anos) e a menarca. Nos meninos, na mesma
idade ndo acontecem fen6menos tdo
marcantes; ao contrario, a velocidade minima
de crescimento estatural se da nesse periodo
0 que coincide com o demonstrado nas curvas
correspondentes. Figura 2C e 4C.

Outros fendmenos importantes do ritmo
biol6gico estdo presentes entre os 14 e 16
anos, em ambos os sexos; por isso os indivi-
duos mais velhos apresentam maior prolifera-
¢ao celular. Entretanto, embora nessas ida-
des ocorra a segunda fase de erupgao ativa e
aumentem os pontos de intercuspidagdo ma-
xima, tanto nas meninas, quanto nos meninos,
estes, além disso, atingem o pico de velocida-
de estatural (ao redor dos 14 anos) e ocupam
posi¢do mais alta, na curva descendente de
desaceleragdo. Provavelmente, dai a diferen-
¢a de proliferagcdo celular segundo o sexo,
nesse periodo. Figuras 2D e 4D.

Deve-se notar ainda, o comportamento
semelhante das curvas das meninas de 11-13
anos e, dos meninos de 14-16. E possivel que

GRUPO TAXA DE CONCENTRA(;AO ESTIMULAGAO DE ele sejaoreflexodaintensidade dos marcantes
DILUIGAO DE PROTEINA CRESC. CELULAR eventos neuroendrocrinolégicos dessa épo-
ca. Figuras 3 e 5. O mesmo reflexo se nota nas
Feminino 11-13 anos 5x 800 59,01% distancias interoclusais, as quais, atingem res-
10x 700 56,30% pectivamente, seus maiores valores 223,
20x 300 37,12% Este estudo sugere que a saliva humana
50x 250 29,31% pode ser um outro indicador especifico de
100x 200 12,00% maturidade 0ftil para a avaliagdo clinica de
] pacientes tratados durante o periodo pré-
Feminino 14-16 anos 5x 550 100,00 puberal e puberal.
10x 400 58,50%
20x 350 35,00% .
100x 250 29,31% Agradecimentos
50x 250 12,25% A Dra. Mari C. Armelin, do Departamento
de Bioquimica da Universidade de S&o Paulo,
Masculino 11-13 anos 5x 700 52,00% por ceder as células A-31 (Balb-¢/3T3)
10x 850 49,70% Ao Dr. José Ernesto Belisario, Ph.D., do
20x 500 11,40 f’ Departamentode Biologia Celulare Imunologia
15:6‘ ?gg 100650(1 /A’ do Instituto Butantan, por sua revisao, e ao Dr.
X et Dalto Humberto Cardoso por seu apoio.
Masculino 14-16 anos 5x 800 70,00% Correspondéncia para os autores:
. ;
;g§ zgg 22:802 Luiga A. Faria Ferreira WilmgAle)gandre_Simées
o Instituto Butantan - Lab.  Av.BrigadeiroF.Lima, 613
100x 300 32,10% Bioquimica e Biofisica  Conj. 51
50x 200 10,50% Av. Vital Brasil, 1500 CEP 01451000 - SP
05503-900 - SP - Brasil  Brasil
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