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RESUMO
A seliva ê o plano oclusâl humanos apresentam significâtivas mudançes durente o perlodo prépuberâl e puberal. Amostras de saliva forâm

coletadas de 30 indivíduos, ambos os sexos, entre 1l e 16 enos. Os resultados demonstraram a incidència de mâior proliferação cêlular nas
menines entre 11 e 13 anos e nos mêninos de 14 a 16 anos. Há âlguma êvidência de que esta oconÉncia coincida com ume constelação de

caracterÍstices clÍnices indicativas do processo de crescimento.

ABSTRACT
There are signiÍicative changes on the human saliva and the occlusal plane during lhe prepubeÍlal and puberlal period. Salivâ samples were

collected from 30 subiects, both sexes, betwêen 1 l and 16 years old. The results show a major incidencê of cells pÍoliÍerations in girls,
belwêen 11-13 yeârs, and boys Írom 14 to 16 year. There is some evidence thât this occurrencê coincidês with a conslelletion of clinicâl

fêatures indicative of the grc! /th procêss.
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lntrodução
O pertídeo "Fator de Crescimento" é um

elementeo do complexo da linguagem biologi-
ca, sendo a base para a comunicação
intercelular em organismos multicelulares.
Esses Íatores promovem o crescimento das
células mas, também podem inibí-lo. Poroutro
lado, regulam funções celulares tais como, o
controle de diferenciação celular e a regulação
metabolica. Essas substâncias são sintetiza-
das numa grande variedade de células e atu-
am em muitos tecidos.

lnicialmente, o fator de crescimento foi
identificado como uma substância mitogência
denominada " Epidermal Growth Factor" (EGF).
Essa mesma substância foi reconhecida, tam-
bém, com potente atividade antimitogênica
em células de folículo capilarls.

Apesar do EGF ter sido isolado e purifica-
do pela sua habilidade de causar erupção
prematura de incisivo em camundongos, foi
demonstrado recentemente que dentes de
camundongos recém-nascidos tratados com
EGF são anormalmente pequenos2a e ainda
há evidências de que esse fatoresteja presen-
te na glândula salivar submaxilar de ratos
adultos e ductos da glândula submandibular
em humanoE. Além disso, ainda no homem o
EGF é encontrado no folículo dental de pre-
molares, células do mesenquima apical e va-
sos sanguíneos entre outras estruturas como
porexemplo, nas glândulas mamárias durante

a embriogenesis e a gravidez2s.

Estes fatores são altamente semelhantes
aos polipeptidios hormonais quanto às suas
funções em tecido e usam mecanismos de
transporte não sistêmicos. Esta semelhança
exige receptores na superfície das células e
efeitos na expressão gênica.

Desta forma, esse grupo de substâncias
faz parte do sistema endócrino, mesmo sendo
pertencente a um grupo separado de
Polipepitídeos do Fator de Crescimento.

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

Foi demonstrado clÍnica e experimental-
mente20'23que nessa época ocorre uma modu-
lação nítida do plano oclusal, isto é, existe
uma distância variável entre a linha oclusal
superior e a inferior de acordo com a idade e
diferente, segundo o sexo.

A variação do nível de hormônios afeta a
velocidade de renovação do osso alveolar e
do crescimento da cartilagem condilar influen-
ciando ainda o coxim retromeniscal, a ativida-
de m uscu la 110-12-16-17 

-2s-26 e ta m bém a ve locida_
de da erupção2{. Esse conjunto de eventos
endocrinológicos, entre outros, poderiam co-
incidentemente ou não, afetar a composição
salivar. Daío interesseem observarse há uma
relação entre as alterações do plano oclusale
a saliva.

Materiais
Saliva humana (10m1), foi coletada direta-

mente e dividida em 4 grupos segundo a idade
11-13 e 14-16 anos e sexo, feminino (14 indi-
víduos)e masculino (16 indivíduos). O materi-
alfoi colocado, imediatamente, em geladeira a
5o C. Células A-31 (Balb-c/ 3T3) foram presen-
te da Dra. Mari C. Armelin do Departamento de
Bioquímica da Universidade de São 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
Preparação das células e ensaio
proliferativo

A preparação das células e o ensaio de
proliferação foram descritos de acordo com os
métodos de Armeliní e Todaro & Gree2e.

Primeiro dia - As células A-312e, permane-
ceram em meio de cultura contendo FCS 5%
(1ml) e DME em 2.0 x 104 células por "well".

Segundo dia - As células foram lavadas
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com PBS (1.5 ml) e FCS 0.5% numa concen-
tração final de 200 ulpor "well".

Terceiro dia - 20 ul de saliva humana
(centrifugada a 50 C por 30 min usando uma
centrífu ga refrigerada modelo S pi n Vl liofi I izad a
e dissolvida em solução 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 proliferação foi medida após lavagem
com TCA 5% gelado e adição de NaOH I N
(200 ul) e incubadas a 48o C por 30 minutos.
Apos este tempo, os filtros numerados (1 x 1,5
cm) contendo as células foram colocados para.

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

Determinação da proteÍna
A proteÍna foideterminada pelo Método de

Reação de Biuretoo.

Abreviações
. 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

Proliferação Celular de acordo com a
Diluição

Proliferação Celular e diluição da concen-
tração de proteína da saliva têm uma relação
inversa, como mostra a Figura 1. O coeficiente
de correlaçãode Pearson negativo (r= -0.8073)
mede o grau de correlação entre estas duas
variáveis.

Os grfficos na Figura 2 A à D mostram o
comportamento da porcentagem de prolifera-

ção celular conforme as cinco diluições (5x,
10x, 20x, 50x, 100x) para os quatro grupos
estudados dois a dois. A porcentagem signifi-
cativa para proliferação celularfoidada a partir
de70o/o, considerando-se fatores tais como, a

saliva bruta e a sensibilidade de proliferação
das células. Fica assim claro que no sexo
feminino as mais velhas (14-16 anos) ; têm
maior porcentagem de proliferação celular que
as mais novas sob a diluição 5x. Esta condi-

ção, porém, se equivale nas próximas duas
diluições (10x e 20x\ e se inverte nas díluições
maiores (50x e 100x), onde as meninas de 11

a 13 anos têm porcentagem de proliferação

celular maior que as de 14 a 16 anos. Entre os
meninos, a porcentagem de proliferação celu-
lardo grupo de 14 a 16 anos é maior que a do
grupo de 1 1 a 13 anos em todas as diluições
estudadas.

Entre os mais novos (11 - 13 anos), as
meninas têm maior porcentagem de prolifera-

ção celular na saliva que os meninos em todas
as diluições. No grupo de 14 a 16 anos, as
meninas têm maior porcentagem de prolifera-

ção celular, significativa, sob a diluição de 5x;

nas demais diluições, a curva de porcenta-
gem de proliferação celular dos meninos é
maior entre 10x e 50x e se equivale entre 50x
e 100x.

A figura 3 mostra o gráfico das curvas dos
quatro grupos estudadas simultaneamente.
Na diluìção de 5x, o grupo de meninas de 14 a
16 anos tem 100% de proliferação celular na

saliva; a segunda maior porcentagem de pro-
liferação celular é do grupo de meninos de 14

a 16 anos, seguido do grupo de meninas de 1 1

a 13 anos e, por último, o de meninos de 11 a

13 anos. Em resumo; para a menor diluição
estudada (5x), o sexo Íeminino tem porcenta-
gem de proliferação maior que o masculino e
os mais velhos (14-1ô) têm porcentagem de
proliferação celular maior que os mais novos
(1 1-13 anos).

Para as diluições 10x e 20x, os grupos
feminino e masculino de 14 a 16 anos invertem
as ordens, isto é, nesta faixa etária, a porcen-

tagem de proliferação celular de meninos pas-

sa a ser maior que a de meninas.
Sob diluições maiores (50x e 100x), meni-

nos mais velhos e meninas mais novas têm
porcentagens de proliferação celular muito
parecidas e maiores que meninos mais novos
e meninas mais velhas, que também têm por-

centagem de proliferação 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

máxima (100%) de proliferação celular na

saliva na diluição de 5x, o grupo masculino de
14 a 16 anos (que tem a segunda maior
porcentagem de proliferação celular nesta di-
luição) é quetem porcentagem de proliferação

celular maior que todos os outros nas demais
diluições. Já 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
diluição de 10x. O grupo masculino de 11 a 13
anos teve menor porcentagem de proliferação
celular que os demais em todas as diluições
estudadas.

Na Figura 3 nota-se também que os únicos
grupos que atingem uma % de estimulação de
crescimento celular acima de 65% são os de
14 a 16 anos (meninas na diluição 5x e meni-
nos nas diluições 5x e 10x).

As diluições da concentração de proteina
de cada amostra de saliva (1, 2, 3, e 4), com
solução salina (0.9% de NaCl), foram realiza-
das para mostrar os efeitos na proliferação
celular, os quais dependem da concentração
de proteína da saliva.

TABELA í
Comparação entre a porcentagem de

proliferação celular dos quatro grupos quanto
à sua colocação em cada uma das cinco

diluições estudadas.

GRUPO 5X 10X 20X 50X 100X

Feminino 14-16 anos
Masculino 14-1ô anos
Feminino 1 1-13 anos
Masculino 11-13 anos

20

1o

3o

40

Proliferação Celular de acordo com a
Concentração de proteí na

O comportamento dos grupos quanto à
proliferação celular de acordo com a concen-
tração de proteína é similar ao do item anterior
(diluição), a única diferença é que com a
concentração de proteína, a relação não é
inversa, mas sim direta. Neste caso, quanto
maior a concentração de proteína, maior a
proliferação celular, como indica o coefÌciente
de correlação de Pearson positivo de 0.7616
(Figura 1).

As meninas de 14 a 16 anos têm porcen-
tagem de proliferação celular maiordo que as
de 1 1 a 13 anos, para concentrações de pro-
teína acima de 400 ug/ml. Os meninos de 14 a
16 anos têm porcentagens de proliferação
celular maior que os de 1 1-1 3 anos para todos
os níveis de concentração de proteína entre os
indivíduos mais novos (1 1-13 anos), as meni-
nas têm porcentagem de plofiferação celular
maior que os meninos para todos os níveis de
concentração de proreína; este comportamento
se repete nos mais velhos (14 a 16 anos)
apenas para concentrações de proteína aci-
ma de 350 ug/ml (Figura 4A à D).

Na Figura 5, podemos estudar o compor-
tamento das curvas de porcentagem de proli-
feração celular de acordo com a concentração
de proteína dos quatro grupos simultanea-
mente. Nota-se que a partir de concentrações
de proteína acima de 350 ug/ml, os grupos têm
o seguinte ccmportamento: meninas de 14 a
16 anos têm maior porcentagem de prolifera-

ção celular , meninos de 14 a 16 anos têm a
segunda porcentagem de proÍiferação celular,
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seguidos de meninas de 11 a 13 anos e por
último, meninos de 11 a 13 anos. Em resumo,
meninas têm porcentagem de proliferação
celular maior que meninos e os grupos com
idade maior(14-16 anos)têm porcentagem de
proliferação celular maior.

Considerações finais e
aspecÍos clínicos

A saliva de 30 indivíduos no períodos 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 anos e 7
meninos de 14 a 16 anos. A saliva de cada
indivíduo foi misturada num único tubo de
acordo com cada grupo. Por isso apenas a
proliferação celular totalfoi medida e não a de
cada indivíduo. lsso nos impossibilita Íazer
inferência estatÍstica, uma vez que não temos
repetições. Por outro lado, os resultados da
saliva de dois individuos,2S e 45 anos, acima
das faixas etárias estudadas, foram negativos
para a presença de Fator de crescimento
(resultado não mostrado). lsto poderia confir-
mar os dados encontrados nos grupos referi-
dos acima, uma vez que foram obtidos indivi-
dualmente e com repetições. Assim sendo, os
resultados obtidos a partir deste estudo piloto
devem ser entendidos como base para outra
investigação que já foi iniciada. Cada tubo de
saliva foi estudado para cinco diluições: 5x,
10x, 20x, 50x e 100x; em cada diluição foi
medida a concentração de proteÍna em ug/ml.
ïodos os dados encontram-se na Tabela 2.

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

esqueletal e dental. Todas elas são depen-
dentes da ação hormonale apresentam deter-
minados padrões cronobiologicos 3'e'í3'27.

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 estarurall4,zl.

A erupção dentária e o crescimento tanto
da maxila, quanto da mandíbula não são uni-
formes. 2'a,s'16,18'25'27 e o fe nômeno rotaciona I é a
adaptação compensatoria que no maxilar infe-
rior, além de morfológico é posicional.í0

O crescimento da cartilagem condilar so-
bre aceleração a partir de 11 anos nas meni-
nase 13anos nos meninos. Em consequência,
há uma afastamento dos maxilares entre si, A
distância interoclusal criada é ocupada pelos
dentes durante a segunda fase da erupção
ativa (14-18 anos ambos os sexos)a,27. Este é
um período de grandes e rápidas mudan-

Çaszz'zt. Durante esta fase os dentes se mo-
vem dois a três milímetros medidos entre seus
ápices e o canal dentário inferioÉ. A distância
interoclusal medida entre fossa/cúspide é dis-
creta, se o crescimento é harmonioso, e evi-
dente, se fásico. Ela é mais visívelem pacien-
tes em tratamento com aparelhos ortopédicos
funcionais, segundo o tipo de maloclusão e, é
diferente de acordo com o dente considerado.
A modulação do plano oclusaltambém é dife-
rente de acordo com a idade, em ambos os
sexos20-23. O número de contactos dentários
em posição de máxima intercuspidação au-
mentam consideravelmente tanto nos meni-
nos quanto nas meninas, entre os 14-15 anos
ate os 16-17 anos2s22.

Finalmente, no período de desaceleração
da velocidade de crescimento estaturalocorre

a mudança de voz pré-puberal, que se apre-
senta aproximadamente no .pico, para voz
adulta nos menínose e a menarcae'í4'27. Nas
meninas o período de amadurecimento de
ovulação e do corpo lúteo termina 6 a 9 meses
depois da menarcaT 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-
vaÍe.

Pode-se admitir então que nas meninas
prevaleça a incidência de proliferação celular
entre 1 1 e 13 anos quando ocorre o aumento
de velocídade 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 não acontecem fenômenos tão
marcantes; ao contrário, a velocidade mínima
de crescimento estatural se dá nesse período
o que coincide com o demonstrado nas curvas
correspondentes. Figura 2C e 4C.
' Outros fenômenos importantes do ritmo

biologico estão presentes entre os 14 e 16

anos, em ambos os sexos; por isso os indíví-
duos mais velhos apresentam maior prolifera-

ção celular. Entretanto, embora nessas ida-
des ocorra a segunda fase de erupção ativa e
aumentem os pontos de intercuspidação má-
xima, tanto nas meninas, quanto nos meninos,
estes, além disso, atingem o pico de velocida-
de estatural (ao redor dos 14 anos)e ocupam
posição mais alta, na curva descendente de
desaceleraçã0. Provavelmente, daí a diferen-

ça de proliferação celular segundo o sexo,
nesse período. 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. É possívelque
ele seja o refl exo da intensidade dos marcantes
eventos neuroendrocrinológicos dessa épo-
ca. Figuras 3 e 5. O mesmo reflexo se nota nas
distâncias interoclusais, as quais, atingem res-
pectivamente, seus maiores valores 21'23.

Este estudo sugere que a saliva humana
pode ser um outro indicador específico de
maturidade útil para a avaliação clínica de
pacientes tratados durante o período pré-
puberal e puberal.
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TABELA 2

Descrição dos dados

GRUPO TAXA DE
DrLUrçÃO

coNcENTRAçÃO ESTTMUIÁçÃO Oe
DE PROTEíNA CRESC. CELULAR

Feminino 11-13 anos 5x
10x
20x
50x

1 00x

800
700
300
2s0
200

59,01%
56,30%
37,120/o

29,31%
12,000/0

Feminino 14-16 anos 5x

10x
20x

1 00x
50x

550

400
350
250
250

100,00

58,50%
35,00%
29,310/o

12,25%

Masculino 11-13 anos 5x
10x
20x
50x

1 00x

700
650

500
300
150

52,000/o

49,700/o

11,400/o

10,50%
0,00%

Masculino 14-16 anos 5x
10x
20x
100x
50x

800
750
450
300
200

70,000/0

68,40%
53,40%
32,100/o

10,50%
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