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RESUMO 

 

 

AGUIAR, Mariana Caires Sobral de. Determinação da fase de crescimento através de 

análises radiográficas e da fosfatase alcalina óssea na saliva. 2020. 66f. Dissertação 

(Mestrado em Odontologia) – Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro, Rio de Janeiro, 2020. 

 

Ao tratar pacientes em crescimento, especialmente os portadores de más-oclusões 

esqueléticas de classes II e III, onde espera-se redirecioná-lo, é fundamental a determinação 

do estágio de crescimento do indivíduo. Para tal, existem diversas técnicas, como as 

radiográficas e as enzimáticas. O objetivo deste estudo determinar a fase de crescimento 

através dos níveis e da correlação dos valores de um biomarcador ósseo (fosfatase alcalina 

óssea) e duas técnicas radiográfica. Foram selecionados 65 pacientes de ambos os sexos, com 

idade média de 12,7 anos, em busca de tratamento ortodôntico nos setores de Ortodontia e 

Odontopediatria da Universidade do Estado do Rio de Janeiro e que se enquadraram nos 

critérios de inclusão/exclusão. Os indicadores de crescimento ósseo radiográficos escolhidos 

foram os estágios de maturação das vértebras cervicais, avaliados através da radiografia 

cefalométrica lateral, e os da maturação da falange média do terceiro dedo, obtida em exame 

da área de interesse, na mão direita. Após a obtenção e o devido processamento das 

radiografias, estas foram avaliadas por dois avaliadores previamente calibrados, utilizando os 

métodos de Bacetti e Perinetti para as radiografias cefalométrica e do terceiro dedo, 

respectivamente. O índice de concordância kappa demonstrou boa reprodutibilidade intra e 

inter-examinadores. Na avaliação intra-examinador, o resultado de kappa foi de 0,711 para a 

maturação vertebral e 0,893 para a maturação da falange. Quanto a correlação inter-

examinador, a avaliação da maturação da falange média, o valor de kappa ponderado foi de 

0,923 enquanto para o da maturação das vértebras cervicais foi de 0,864. O terceiro indicador 

de crescimento avaliado neste trabalho foi a quantificação da fosfatase alcalina óssea na 

saliva. A coleta da saliva foi realizada entre 9 e 11 horas da manhã, sem estímulo químico ou 

mecânico. O processamento da saliva foi feito através de um ensaio de imunoabsorção 

enzimática, com posterior determinação da densidade óptica através de um espectrofotômetro. 

Os valores obtidos neste ensaio foram então correlacionados aos estágios de crescimento pré-

pico, pico e pós-pico de crescimento puberal, determinados por ambas as radiografias. Após a 

aplicação do teste ANOVA, não foi encontrada diferença estatisticamente significativa entre 

os estágios de crescimento puberal. Como não houve variação dos níveis da fosfatase alcalina 

entre os diferentes estágios maturacionais, pode-se inferir que a avaliação desta enzima na 

saliva pode não ser um indicador confiável do crescimento ósseo. A quantificação desta 

enzima pode ser avaliada em outros fluidos corpóreos, como sangue ou fluido gengival.   

 

Palavras-chave: Crescimento. Metabolismo ósseo. Radiografia. Fosfatase alcalina. Saliva. 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

AGUIAR, Mariana Caires Sobral de. Growth phase determination through radiographic 

analysis and bone alkaline phosphatase in saliva. 2020. 66f. Dissertação (Mestrado em 

Odontologia) – Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 

Janeiro, 2020. 

 

When treating growing patients, especially those who have a skeletal class II or III 

condition, where the willing is to redirect growth, it is indispensable to determine the 

individual’s growing stage. For this determination, there are different methods, radiographic 

or enzymatic. The aim of this study was to assess the levels of a bone biomarker (bone-

alkaline phosphatase) and its correlation to two different radiographic techniques. Sixty-five 

patients of both sex and mean age of 12.7 years old looking for treatment at Orthodontics and 

Pediatric Dentistry sectors in the State University of Rio de Janeiro were selected for filling 

the inclusion/exclusion criteria. The radiographic growing indicators chosen for this study 

were the maturational stages of cervical vertebrae (CVM), assessed in lateral cephalometric 

radiograph, and maturational stages of the middle phalanx of the third finger (MP3), acquired 

in a radiograph taken from the interested area on the right hand. After obtaining and 

processing the X-rays, those were assessed by two calibrated examiners. They have used the 

methods proposed by Baccetti and Perinetti to assess lateral and third finger X-rays, 

respectively. The Cohen’s kappa index of agreement showed a good reproducibility intra and 

inter-examiner. The intra-observer rater, the result was a kappa of 0,711 to cervical vertebrae 

maturation and 0,893 to third finger middle phalanx maturation. Inter-observer weighted and 

unweighted kappa values were 0.864 and 0.693 for and 0.923 and 0.868, respectively, for 

MP3 method. The third maturational growth indicator analyzed in this study was the 

quantification of salivary bone-alkaline phosphatase, a biomarker of bone metabolism. The 

patients were asked to expel unstimulated whole saliva between nine and eleven in the 

morning. Those samples were collected and stored according to the orientations of the 

analysis kit. Saliva were processed through an immunosorbent assay, with posterior 

determination of optical density by spectrophotometry. The resulting values of this assay were 

then correlated to the three stages of pubertal growth: pre-, pubertal and post-pubertal. An 

ANOVA test was used to correlate that information and as a result, it was not found a 

statistically significant correlation between bone alkaline phosphatase levels and maturational 

stages. As no difference was found, quantification of this enzyme in saliva may not be a 

reliable maturational growth indicator. The assessment of bone alkaline phosphatase should 

be done in other body fluids, as blood serum or gingival fluid.  

 

Keywords: Growth. Bone metabolism. Radiograph. Alkaline phosphatase. Saliva. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Identificar a fase de crescimento dos pacientes ortodônticos é fundamental para se 

escolher os melhores momento e estratégia de intervenção. Esta tomada de decisão é ainda 

mais importante no tratamento de pacientes classe II, pois é fundamental conhecer o momento 

do surto de crescimento da mandíbula para se decidir a melhor forma de direcionar seu 

crescimento.1–3  

Tradicionalmente, a avaliação da fase de crescimento é efetuada através de exames 

radiográficos, que permitem avaliar os diferentes estágios da maturação das vértebras 

cervicais (radiografia cefalométrica lateral), dos germes dentários (radiografia panorâmica) e 

dos centros de ossificação/fechamento epifisários dos ossos da mão e do punho (radiografia 

de mão e punho). A avaliação da dentição (decídua/mista/permanente, através de modelos de 

gesso) e a idade cronológica também fornecem dados que contribuem para esta análise, porém 

apresentam pouca confiabilidade.4  

Dentre os métodos radiográficos, a análise da maturação das vértebras cervicais, 

através das radiografias cefalométricas laterais, e a análise carpal são os métodos mais usados 

na Ortodontia.5,6 Na análise da maturação proposta por Baccetti, há seis diferentes estágios 

de maturação das vértebras cervicais 2, 3 e 4, que compreendem três estágios: pré-pico, pico e 

pós-pico de crescimento puberal.5 Em relação a análise carpal, as análises mais recorrentes 

em estudos sobre o tema são as de Greulich e Pyle e Fishman.6,7 Entretanto, a recomendação 

mais recente de entidades da classe ortodôntica é a de dispensar o uso das radiografias de mão 

e punho para avaliação do crescimento, por ser um exame radiográfico adicional na 

documentação ortodôntica.8 

Uma alternativa a este exame seria a avaliação da maturação da falange média do 

terceiro dedo, observada a partir de um exame periapical.9 Esta avaliação apresenta boa 

correlação com o método de maturação vertebral, além de oferecer menor radiação quando 

comparada à de mão e punho, por exemplo. Sua obtenção é feita através de aparelho de 

radiográfico dental convencional, encontrados em consultórios e clínicas odontológicas 

particulares, assim como em instituições de ensino, o que facilita o acompanhamento 

longitudinal do crescimento.10 

Entretanto, ao se buscar alternativas não-radiográficas para a avaliação e 

acompanhamento do crescimento, os marcadores do metabolismo ósseo são tidos como 

promessas de detecção comparável a das radiografias, prescindindo de radiação.  



16 

 

 

Os marcadores do crescimento ósseo mais relatados na literatura com o intuito de 

quantificar o crescimento são o IGF-1 e a fosfatase alcalina. O primeiro fora quantificado 

apenas no soro sanguíneo, enquanto há estudos relatando a quantificação da fosfatase no 

sangue, fluido gengival crevicular e saliva.11-12 Esta última apresenta vantagens em relação 

ao fluido e ao sangue pela relativa simplicidade na técnica e processamento das amostras, 

além de ser um método não-invasivo, o que pode facilitar a adesão de pacientes mais jovens e 

seus responsáveis.  

Os trabalhos publicados que avaliaram a correlação dos níveis ou da atividade da 

fosfatase alcalina na saliva correlacionaram-nos apenas com um exame radiográfico ou 

mesmo a associação deste com idade cronológica, um indicador pouco confiável do 

crescimento ósseo.12-16 O objetivo deste trabalho foi avaliar os níveis da isoforma óssea da 

fosfatase alcalina, enzima que está diretamente relacionada ao processo de mineralização 

óssea e correlacioná-los aos estágios de crescimento (pré-pico, pico e pós-pico de crescimento 

puberal). Estes estágios foram determinados através da maturação das vértebras cervicais, 

avaliada em radiografias cefalométricas, e da maturação da falange média do terceiro dedo, 

avaliada em película radiográfica tipo 2 (usada para tomadas periapicais). 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1 Metabolismo ósseo 

 

 

O tecido ósseo está em processo de constante remodelação através dos processos 

antagônicos de aposição e reabsorção, que estão comumente em equilíbrio. Tal equilíbrio é 

possível através de regulação de hormônios sistêmicos (paratormônio e vitamina D) e 

biomarcadores locais (citocinas e fatores de crescimento).15  

Os biomarcadores locais são classificados de acordo com a sua função no processo 

metabólico: formação ou reabsorção. Os indicadores de reabsorção óssea estão relacionados 

aos produtos da quebra do colágeno, como a hidroxiprolina ou diversos colágenos de ligação 

cruzada e telopeptídeos. Outros marcadores da reabsorção são proteínas de matriz não-

colagenosa, como sialoproteínas ósseas ou enzimas osteoclasto-específicas como fosfatatase 

ácida ou catepsina K.¹ 

O processo de aposição óssea, comandado pelos osteoblastos, tem os seguintes 

biomarcadores como indicadores de suas funções: colágeno tipo I, envolvido na produção de 

precursores de novos osteoblastos; fosfatase alcalina, ativa na fase de maturação da matriz 

extracelular, osteocalcina e osteopontina, responsáveis pela mineralização.16 

 

 

1.1.1 Marcadores da aposição óssea  

 

1.1.1.1 Colágeno tipo I 

 

É um tipo de colágeno fibrilar sendo a proteína mais abundante da matriz relacionada a 

mineralização óssea.17 

Junto a outras variantes de colágeno (tipos II, III, V e XI) o tipo I está organizado em 

fibrilas e ´r encontrados em tecidos capazes de resistir a tensão, forças de cisalhamento e 

compressão, como tendões, ossos, cartilagens e pele.18  
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1.1.1.2 Osteocalcina 

 

A osteocalcina é uma pequena proteína produzida pelos osteoblastos durante a 

mineralização da matriz, com sua expressão controlada pela vitamina D, o que a torna capaz 

de ligar ao cálcio.19 Também interage com outras proteínas, incluindo receptores de superfície 

celular. Esta função faz com que a osteocalcina seja uma molécula ativa no processo de 

organização da matriz extracelular.¹ 

A maior parte da osteocalcina é produzida e incorporada a própria matriz óssea onde se 

liga a hidroxiapatita. Apenas uma porcentagem menor (variação de 10 a 30%) está disponível 

na circulação sanguínea. Entretanto, a concentração desta proteína no sérum é um marcador 

sensível da formação óssea.20 Apesar deste fato, a instabilidade desta molécula no sangue 

dificulta estabelecer um padrão para a medição de seus níveis através de kits de análise 

imunoenzimática, havendo variações em diferentes métodos. 21 

 

 

1.1.1.3 Fosfatase alcalina (FAL) 

 

É uma proteína plasmática ligada à membrana que pode se apresentar em quatro diferentes 

isoformas: intestinal, placentária, de células germinativas e de tecidos não-específicos, como 

as produzidas no fígado, ossos e rins.   

A fosfatase alcalina óssea (FAO) é uma enzima relacionada a fase de aposição óssea, 

sendo responsável pelo processo de mineralização óssea através do aumento dos cristais de 

hidroxiapatita. Esta enzima pode também inativar um dos agentes inibidores da calcificação, a 

osteopontina. É um homo dímero ancorado a membrana dos osteoblastos e as vesículas 

matriciais. Após sua quebra por uma fosfolipase, a FAO é liberada na circulação e pode ser 

então usada como marcador da formação óssea.22 

Em indivíduos saudáveis, a FAO predomina em relação as outras isoformas na infância e 

adolescência, enquanto a isoforma do fígado predomina na vida adulta, ou se apresenta na 

mesma proporção da óssea. Em situações não-fisiológicas, como calcificação vascular, câncer 

ósseo e doença de Paget, há também o predomínio de isoforma óssea. 23 
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1.2 Crescimento esqueletal 

 

A definição de crescimento refere-se às mudanças da quantidade de matéria biológica, 

enquanto o desenvolvimento engloba as capacidades de crescimento, diferenciação (mudança 

em qualidade) e deslocamento (mudança de posição). Ainda há o processo de maturação, 

relativo às alterações qualitativas, que ocorrem com o amadurecimento ou idade. Um exemplo 

de processo de maturação é a puberdade, que comumente responde ao pico de crescimento.24 

Todas estas etapas fazem parte das transformações ocorridas ao longo da vida do ser humano 

e fazem parte do acompanhamento dos pacientes odontológicos/ortodônticos, especialmente o 

crescimento dos maxilares. O interesse é justificado pela possibilidade de se intervir com 

objetivo de controlar a progressão das deformidades esqueléticas, como as más-oclusões de 

classe II ou III. Para tal, é necessário entender o processo de formação e conhecer o(s) período 

(s) de maior desenvolvimento destes ossos.  

A mandíbula e a maxila são respectivamente os segundo e terceiro ossos a iniciarem o 

processo de ossificação na fase embrionária.25 Ambos ossos são desenvolvidos a partir dos 

primeiro e segundo arcos branquiais, processo iniciado na quinta semana embrionária, e 

apresentam ossificação do tipo intramembranosa.   

Comparando os períodos de crescimento de ambos maxilares, Laowansiri e Liu e col. 

acompanharam, através de radiografias cefalométricas laterais, pacientes não tratados 

ortodonticamente dos 4 meses de vida aos 16 anos de idade.26,27 Nestes estudos, foram 

avaliadas radiografias cefalométricas laterais, onde se caracterizou o desenvolvimento 

mandibular e maxilar, remodelamento e maturação mandibulares. Como resultados, observou-

se que a maxila apresenta seu maior potencial de crescimento e alterações dimensionais no 

primeiro ano de vida, especialmente no sentido ântero-posterior e em relação à maturação 

óssea. A mandíbula o faz até os seis primeiros meses pós-natais, apresentando desaceleração 

nas taxas de crescimento e gradiente de maturação durante a primeira infância, resultado 

semelhante obtido no trabalho de Hagg e Taranger. 

Os potenciais de crescimento da maxila e mandíbula já foram comparados também de 

acordo com diferentes alterações esqueléticas da face. Em um estudo comparativo entre o 

crescimento craniofacial de pacientes classe I e II sem tratamento ortodôntico prévio, foram 

avaliados pacientes entre 9 e 18 anos de idade.28 Não houve diferenças significativas no 

crescimento dos grupos, com ambos apresentando aumento dos ângulos SNA e SNB, redução 

do ANB e ângulo goníaco. Em contrapartida, o estudo de Stahl e colaboradores demonstrou 

semelhanças no padrão de crescimento craniofacial entre os pacientes Classe I e II, exceto por 
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um menor aumento no comprimento mandibular dos classe II em relação aos de classe I, o 

que é observado desde o pico de crescimento mandibular até a fase pós-puberal.29  

No estudo de Wolfe e colaboradores que envolveu pacientes dos 6 aos 16 anos, foi 

detectada piora na relação ântero-posterior de maxila/mandíbula, com tendência de 

crescimento mandibular excessivo, especialmente em meninos.30 Em estudos comparativos de 

pacientes em crescimento com padrões esqueléticos do tipo I e III, os últimos apresentaram 

valores menores de ANB e mandíbulas mais hiperdivergentes e largas, quando comparados 

aos pacientes classe I. 33-36 Outro diferencial dos pacientes classe III é o crescimento residual 

mandibular, mesmo após o pico puberal, quando comparado ao da maxila.35  

A avaliação das diferenças e similaridades do crescimento da maxila e da mandíbula é feita 

predominantemente através do acompanhamento das radiografias cefalométricas de forma 

longitudinal. Entretanto, tão importante quanto a comparação das alterações esqueléticas ao 

longo do tempo, é avaliar em que etapa do crescimento o paciente está, o que torna as 

decisões sobre o melhor momento e qual a melhor estratégia de intervenção mais precisas.  

 

 

1.3 Métodos radiográficos de avaliação do crescimento  

 

1.3.1 Radiografia cefalométrica lateral  

 

1.3.1.1 Avaliação do crescimento da face através de linhas e ângulos cefalométricos 

 

Uso de medidas lineares e angulares para, através de superposições das radiografias, 

avaliar o crescimento ósseo. Não existem medidas-padrão definidas, a escolha fica a critério 

do tipo de avaliação desejada, seja de crescimento dos ossos da face em seu padrão horizontal, 

vertical ou ambos. Como exemplos, tem-se as seguintes análises: 

- Superposição craniofacial ou total: quando se sobrepõem os traçados na linha Sela-Násio 

(SN), com registro no ponto Sela (S), para avaliar o crescimento geral da face e alterações do 

tratamento. 

- Superposição parcial/total de maxila: quando se sobrepõem os traçados no plano palatal, 

com registro no ponto espinha nasal anterior (ENA), para avaliar o movimento dos dentes 

superiores.36 

- Superposição parcial/total de mandíbula: quando se sobrepõem os traçados no contorno 

da cortical interna da sínfise com melhor sobreposição no limite inferior do corpo mandibular, 



21 

 

 

para avaliar o movimento dentário na arcada inferior e crescimento da mandíbula.37–39 

 

1.3.1.2 Maturação das vértebras cervicais (MVC) 

 

A análise da maturação das vértebras cervicais (MVC) é um método baseado na avaliação 

do formato das vértebras cervicais, visualizadas na radiografia cefalométrica lateral. Uma 

vantagem relevante deste método é não necessitar de uma radiografia adicional no início do 

tratamento, já que a radiografia cefalométrica lateral é rotineiramente usada tanto para os 

diagnósticos de padrões esqueléticos e dentários, como também para avaliação de 

crescimento.  

O método, descrito inicialmente por Lamparski, consiste na avaliação dos seis estágios de 

maturação das vértebras cervicais, em relação às suas altura e largura, que podem ser 

identificados durante o período puberal.40 Em seu estudo, Lamparski avaliou 141 radiografias 

laterais de pacientes de ambos os sexos, com idades entre 10 e 15 anos, na tentativa de se criar 

um padrão de amadurecimento das vértebras cervicais. A idade esquelética foi determinada a 

partir da radiografia de mão e punho, usando os métodos propostos por Greulich and Pyle e 

Todd.6,41 O autor propôs que fossem avaliadas as vértebras de C2 até a C6. Foi encontrada 

boa correlação entre a avaliação vertebral e a carpal, sugerindo que deveriam ser feitos 

estudos longitudinais sobre o tema. Nesta análise, os padrões de cada uma das seis fases de 

maturação foram divididos de acordo com os gêneros feminino/masculino, levando em 

consideração a idade cronológica dos pacientes.  

Diversos estudos foram desenvolvidos desde a criação de tais padrões de maturação, 

porém apenas em 1995 Hassel e Farman desenvolveram um método de análise levando em 

consideração apenas as vértebras C2, C3 e C4.44 Sua justificativa para a redução do número 

de vértebras analisadas foi a similaridade encontrada de C3-C7, o que não justificaria uma 

análise de maior número de vértebras, simplificando a técnica.  

O método proposto por Lamparski foi modificado por Franchi e col. em 2000.45 Neste 

estudo, os autores removeram as correlações dos estágios de maturação vertebral com idade 

cronológica e sexo, porém faziam a avaliação das cinco primeiras vértebras cervicais. O 

mesmo grupo de autores, em 2002, fez uma nova modificação do método, o qual agora 

apresentava cinco estágios, devido a união das fases 3 e 4 do método prévio. A avaliação 

passou a ser apenas das três primeiras vértebras, como proposto por Hassel e Farman em 

1995.46 

Baccetti e col propuseram, em um estudo no ano de 2005, um mesmo parâmetro de 
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avaliação de formato das vértebras cervicais de meninos e meninas, sem considerar a idade 

cronológica dos pacientes.5 Neste trabalho, mantiveram o padrão de seis estágios de 

maturação. Os estágios contemplam três fases do crescimento puberal: antes do surto 

(estágios 1 e 2), durante o surto (estágios 3 e 4) e após o surto (estágios 5 e 6).  

Diversos estudos foram realizados aplicando o método de análise da maturação vertebral e 

avaliando a reprodutibilidade da técnica. De acordo com Franchi, Baccetti e Rainey, o método 

MVC apresenta boa confiabilidade.32,45,47 No estudo de Rainey, foram testadas as 

reprodutibilidades de avaliação intra e inter-observadores, onde encontrou-se boa 

concordância entre ambas, assim como no estudo de Perinetti, que destaca que quando há um 

treinamento específico, a análise da MVC é um método confiável e reprodutível de avaliação 

do estágio de crescimento.³¹,47 Tal afirmativa foi corroborada pelo estudo de Rongo e col, que 

avaliou se a experiência clínica na área de Ortodontia afetaria a reprodutibilidade do método 

MVC.48 Três grupos foram recrutados para a pesquisa: o primeiro formado por alunos de 

Odontologia com menos de um ano de experiência em Ortodontia, estudantes de pós-

graduação, com dois a quatro anos de experiência ortodôntica e especialistas com mais de sete 

anos na área. Como resultado, o grupo com menos de um ano de experiência em Ortodontia 

foi o que apresentou melhores correlações intra e inter-observador. A justificativa para tal fato 

foi que no último ano de graduação, o grupo de recém-formados recebeu treinamento 

intensivo sobre a técnica.  

Em contrapartida aos estudos supracitados, foi demonstrado que o método de análise das 

vértebras cervicais apresenta baixa reprodutibilidade, tanto nas avaliações intra quanto inter 

observador, concluindo que este método não deve ser o único método diagnóstico para avaliar 

o estágio do crescimento. 36,49–51 

 

 

 

1.3.2 Radiografia de mão e punho 

 

Para avaliação da maturidade óssea e previsão do estágio do crescimento da criança e do 

adolescente o método de avaliação mais tradicional na Ortodontia é a análise da radiografia de 

mão e punho. Neste, o cálculo da idade média de acordo com o aparecimento de cada um dos 

diversos centros de ossificação, ou o fechamento epifisário e suas variações nestas idades.  

A técnica descrita por Greulych e Pyle é baseada em um atlas padrão de comparação, 

composto de radiografias de mão e punho “típicas” de acordo com um intervalo de seis meses 
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de idade cronológica.6 A radiografia do paciente teria então de ser comparada às radiografias-

padrão do atlas, para se atribuir a este uma idade em meses (idade média). O método de 

Tanner e col. também utiliza um método de comparação com radiografias-padrão da 

maturidade esquelética de pacientes considerados normais e com algumas características 

similares, como idade e sexo. Os ossos individuais são classificados usando um sistema de 

escores de ponderação biológica, para assim designar uma “idade esquelética”.52 

Em 1977, Martins e Sakima propuseram um método através do gráfico da curva do surto 

de crescimento puberal (SCP) com a sequência da fase de mineralização dos centros de 

ossificação dos ossos da mão e do punho, determinando se a taxa de crescimento está na fase 

ascendente ou descendente.53 

O método de avaliação de Fishman, proposto em 1982, tem sido o mais utilizado na 

avaliação das radiografias de mão e punho. Consiste na avaliação da maturação esquelética 

baseada em indicadores de maturação esquelética, que abrangem todo o período de 

desenvolvimento na adolescência. Tais indicadores estão localizados em seis sítios 

anatômicos do polegar, dedos médio, mínimo e o osso radio, provendo gráficos e tabelas que 

estimam a taxa de crescimento médio e porcentagem do crescimento total completado. Estes 

valores são independentes da idade cronológica.7 

Apesar do método de avaliação do crescimento em radiografias de mão e punho ainda ser 

amplamente usado no ensino e prática clínica de Ortodontia, questiona-se a necessidade de 

solicitar um exame radiográfico adicional aos pacientes, somente com o intuito de avaliar o 

crescimento. Esta questão é discutida no estudo de Verna e col, onde foi avaliada a validade 

deste método como diagnóstico da etapa de crescimento puberal.54 Foi encontrada 

variabilidade na correlação com o crescimento ósseo, visto que cada paciente apresenta um 

padrão diferente de crescimento, não justificando a exposição radiográfica adicional.  

Quando comparado ao método de análise da maturação das vértebras cervicais, a literatura 

disponível é controversa. Segundo Flores-Mir, existe uma relação moderadamente alta entre 

as avaliações das vértebras cervicais e as radiografias de mão e punho, resultado semelhante 

ao encontrado por Gandini e col.55,56 Entretanto, estes resultados diferem do encontrado por 

Beit e col, onde a partir das radiografias de mão e punho, foram calculadas as idades dos 

pacientes, segundo o método de Greulich e Pyle. 57 As idades esqueléticas, obtidas a partir das 

radiografias, foram comparadas a maturação das vértebras cervicais, através dos seguintes 

parâmetros:  concavidades de C2, C3 e C4; altura anterior de C3 e C4 e o ângulo entre as 

bordas superiores de C3 e C4. Como resultado, foi obtido que o grau de concordância entre a 

idade esqueletal calculada pelo método da análise da maturação vertebral e a obtida através do 
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método de Greulych e Pyle foi inferior ao obtido entre a idade cronológica e a análise carpal. 

 

1.3.3 Maturação da falange média do terceiro dedo (MFM) 

 

Estudos prévios sobre o método de avaliação das radiografias de mão e punho trouxeram 

indicativos de que a maturação da falange média do terceiro dedo pode ser usada como 

indicador da maturação esquelética.58,59 É possível detectar a maturação desta área através de 

um exame radiográfico feito com uma película número 2, usada em tomadas periapicais.  

A primeira descrição dos estágios de maturação da falange média foi feita em 1972 no 

estudo de Fishman.7 No trabalho de Perineti e col foi feita uma descrição modificada, 

separando em seis fases específicas.10 O mesmo autor publicou um outro estudo, em 2017, 

com uma atualização que compactou as fases 3 e 4, trazendo uma avaliação em cinco e não 

mais seis fases.60 Foram usadas como referências as análises carpais de Hagg e Taranger e 

Rajagopal.59,61,62 No estudo de Perinetti, foi avaliada a confiabilidade do método em relação 

ao surto de crescimento mandibular.  Como resultado, observou-se que o estágio MPS2 

apresenta acurácia satisfatória na identificação da fase iminente ao pico de crescimento 

mandibular. Entretanto, houve grande variabilidade da incidência desta fase em pacientes 

mais velhos, sugerindo a necessidade de se usar este método associado a outros na detecção 

da fase de crescimento. 

Um outro estudo sobre o uso da maturação de partes específicas da mão foi o de Leite e 

col,  que avaliou a correlação dos dados esqueléticos encontrados na avaliação radiografia de 

mão e punho por completo quando comparados aos encontrados apenas na análise dos dedos 

polegar, indicador e dedo médio.63 O resultado encontrado foi que a análise apenas destes três 

dedos oferece resultados tão precisos quanto a radiografia de mão e punho, com a vantagem 

de se expor o paciente a uma menor dose de radiação. 

 

 

1.3.4 Radiografia panorâmica (maturação dental) 

 

A avaliação da maturação/ estágio de calcificação dentária apresenta-se como mais uma 

alternativa para a análise da idade esquelética de pacientes em crescimento. A vantagem deste 

método é ser baseada em radiografias panorâmicas, que são solicitadas de maneira rotineira 

na clínica de Ortodontia. Os dentes mais comumente usados nesta tentativa de correlação com 

a idade esquelética são os caninos, pré-molares e segundos molares. Estes dentes são 
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preferíveis por terem seus estágios de maturação correlacionados ao período de crescimento 

puberal, enquanto a maturação de incisivos e primeiros molares estão no período prévio ao 

surto, e os terceiros molares após o surto de crescimento. Outro fator a ser considerado é a 

preferência pela avaliação dos dentes inferiores, pela sobreposição de imagens no arco 

superior (em radiografias panorâmicas), o que pode dificultar uma visualização clara da fase 

de calcificação.64 

Uma metanálise conduzida por Perinetti e col. reuniu e comparou diversos estudos 

disponíveis sobre a correlação da maturação dentária, usando o método de análise proposto 

por Dermijan e col. com a análise de maturação das vértebras cervicais, segundo os métodos 

propostos por Hassel e Farman ou Baccetti.44,45,65,66 Os estudos incluídos na metanálise 

apresentavam qualidade de baixa a moderada. Concluiu-se que, apesar dos diversos estudos 

afirmarem existir uma boa correlação entre a fase do crescimento obtida através da maturação 

das vértebras e os estágios de maturação dentária, este último não é recomendado para tal 

avaliação. 

 

1.4 Métodos não-radiográficos de avaliação do crescimento 

 

1.4.1 Modelos de gesso (idade dentária) 

 

A avaliação das fases do desenvolvimento da dentição (decídua, mista precoce, mista 

tardia e permanente) é um mecanismo de predição da idade com uso difundido, apesar de 

existir pouca evidência disponível sobre sua confiabilidade. As fases da dentição têm sido 

usadas especialmente na investigação dos resultados de protocolos de tratamento precoce 

versus tardio em pacientes com más oclusões Classe II ou III de Angle, com resultados 

controversos.  

Quando comparado à avaliação da maturação das vértebras cervicais, um estudo de 

Franchi e col. concluiu que a fase da dentição mista precoce (esfoliação dos incisivos 

decíduos, erupção dos primeiros molares e incisivos permanentes) mostra maior valor 

diagnóstico para a identificação da fase esquelética pré-puberal (CS1), enquanto a dentição 

mista intermediária (incisivos e primeiros molares permanentes e os outros dentes decíduos) 

apresenta pouco valor diagnóstico nesta fase.67 Nem a dentição mista tardia (esfoliação de 

caninos e molares decíduos, erupção de caninos permanentes e pré-molares) ou a dentição 

permanente precoce (presença de todos os dentes permanentes, exceto os terceiros molares) 

são indicadores válidos para a fase de pré-pico puberal (CS3). 
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1.4.2 Idade cronológica 

 

A avaliação da idade cronológica como indicador biológico da maturação esquelética 

também é pouco confiável, devido principalmente à extensa variabilidade individual quando 

correlacionada aos eventos próximos à puberdade.⁴⁴ Entretanto, apesar da pouca 

confiabilidade do método como de avaliação da maturidade esquelética, a idade cronológica 

tem sido usada como fator de inclusão/exclusão para estudos que avaliam a efetividade do 

tratamento de pacientes em crescimento.68–70 

Diversos estudos correlacionaram a idade cronológica com outros métodos de avaliação da 

idade esqueletal, como a maturação das vértebras cervicais e a radiografia de mão e punho. 

Em um estudo que comparou a idade cronológica com as fases do crescimento, segundo a 

análise de maturação vertebral, Baccetti e col. sugeriram que em meninos, a idade cronológica 

pode identificar a fase pré-puberal e nas meninas, a fase pós-puberal.71 Tanto nos meninos 

quanto nas meninas, a idade cronológica não está correlacionada ao início do surto da 

maturação esquelética. Em relação às radiografias de mão e punho, segundo o estudo de Beit 

e col., a idade cronológica também não apresentou boa correlação quando comparada à 

análise destas radiografias pelo método de Greulich e Pyle, mesmo resultado obtido por Suri e 

col. 57,72 

 

 

1.4.3 Avaliação da quantificação/atividade enzimática de biomarcadores do crescimento ósseo 

 

1.4.3.1 Sérum sanguíneo 

 

A literatura dispõe de muitos estudos em que se correlaciona os níveis ou mesmo a 

atividade de enzimas e metabólitos do corpo às diversas fases de crescimento ósseo. Dentre os 

metabólitos mais citados, tem-se o fator de crescimento semelhante a insulina 1, e a fosfatase 

alcalina.  

 

a) Fator de crescimento semelhante a insulina-1 1  

O fator de crescimento semelhante a insulina-1 é um hormônio polipeptídico produzido 

 
1 Do inglês insuline-like growth fator-1 ou IGF-1 
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pelo fígado, em resposta ao estímulo do hormônio do crescimento. Está envolvido no 

crescimento de diversos órgãos e tem papel fundamental no crescimento pós-natal e 

especialmente no crescimento longitudinal dos ossos.73  

Alguns estudos buscaram correlações dos níveis deste hormônio no sérum sanguíneo em 

busca de variações de acordo com a fase de crescimento.  Tais estudos compararam os níveis 

hormonais aos achados obtidos através da maturação das vértebras cervicais. 11,73–75 Como 

resultado, encontraram níveis aumentados nas fases de surto de crescimento puberal (estágios 

3 e 4 de MVC), com variações entre meninos e meninas.  

 

b) Fosfatase alcalina 

 

A avaliação desta enzima no sérum pode ser feita através de dois diferentes métodos: 

avaliação da atividade enzimática total, onde não há distinção das isoformas da FAL e ensaios 

imunoenzimáticos para se determinar a concentração desta enzima, nos quais se é possível 

alcançar maior especificidade da isoforma-alvo.76–78 

A fosfatase alcalina óssea (FAO) apresenta níveis máximos de atividade nos primeiros seis 

primeiros meses de vida, com redução e estabilização dos valores entre dois e nove anos de 

idade, onde há um aumento variável na fase da puberdade. Após esta etapa, na faixa entre 18 

e 20 anos, os indivíduos atingem os níveis de pacientes adultos.79–81 

Em um estudo feito para avaliar os níveis de marcadores do metabolismo ósseo em 

meninas no surto de crescimento, encontrou-se níveis de FAO dez vezes maior do que em 

pacientes adultos e níveis de atividade enzimática da FAL total cinco vezes maior.82  

Dois estudos avaliaram a relação dos níveis da fosfatase alcalina óssea (FAO) sanguínea 

com os estágios de crescimento determinados por Tanner-Whitehouse.52,83,84 Ambos estudos 

encontraram valores aumentados desta enzima nas fases de surto de crescimento puberal, com 

variação dos valores em relação a meninos e meninas, com o pico sendo mais tardio nos 

meninos. O estudo de Mora encontrou expressiva variação das concentrações da FAO de 

acordo com a fase do crescimento, independentemente da idade.84 Os autores concluíram que 

é importante se comparar os valores de expressão da enzima com a idade cronológica, sexo e 

algum outro método que especifique as fases de crescimento. 
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1.4.3.2 Fluido gengival crevicular 

 

O fluido gengival crevicular (FGC) é um exsudato biológico proveniente do epitélio do 

sulco gengival. A quantificação dos seus componentes é um método para identificar 

biomarcadores específicos com sensibilidade adequada, tanto para avaliação de modificações 

durante o tratamento ortodôntico, como das doenças periodontais e dos biomarcadores 

relacionados ao crescimento ósseo.87-90 

Em um estudo retrospectivo comparativo da relação entre a atividade da FAL, as fases de 

maturação das vértebras cervicais e as fases da dentição (dentição mista intermediária, mista 

tardia e permanente), foram recrutados 100 pacientes com idade média de 11,5 anos.89 As 

fases do crescimento puberal foram definidas em fases pré-puberal, de crescimento e pós-

puberal, através das radiografias cefalométricas laterais. A atividade da FAL foi analisada 

através da coleta do FGC, feita nos sítios mesial e distal dos incisivos inferiores. Como 

resultado do estudo, foi reafirmada a fraca relação entre as fases da dentição com as fases de 

crescimento, segundo as radiografias laterais. Entretanto, a atividade enzimática da FAL 

encontrada no grupo da fase de crescimento puberal foi quase duas vezes maior que a dos 

outros grupos (pré e pós-puberal), com uma diferença estatisticamente significante. Este 

resultado confirma a avaliação da atividade da fosfatase alcalina como um método 

diagnóstico da fase de crescimento puberal. 

Perinetti e colaboladores compararam a relação entre a maturação das vértebras cervicais e 

o nível de FAL no fluido gengival crevicular de pacientes de 7 a 17 anos de idade.90 O maior 

nível de atividade enzimática foi detectado nas fases CS3 e CS4, que correspondem ao pico 

de crescimento mandibular na análise da MVC. Como descrito por Szulc e col, a atividade do 

FAL, que é o biomarcador mais usado do metabolismo ósseo, aumenta durante a puberdade e 

diminui durante a vida adulta.19 

 

1.4.3.3 Saliva 

 

A saliva é uma secreção exócrina, sendo uma complexa mistura de fluidos originários das 

glândulas salivares, do fluido gengival crevicular (FGC) e sangue, contendo bactérias orais e 

debris de alimentos. Também são encontrados na saliva imunoglobulinas e outros fatores 

antimicrobianos, proteínas, enzimas, mucinas e produtos azotados, como ureia e amônia.91 

A passagem destes compostos, quando originários do sangue, se dá através de diferentes 

modos: difusão passiva, transporte ativo e ultrafiltração. O método de difusão varia então de 
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acordo com o tamanho da molécula.  A transudação dos compostos sanguíneos para a 

cavidade oral pode acontecer via FGC ou mesmo diretamente da mucosa oral.   

 O fluido salivar é um importante instrumento diagnóstico na detecção de doenças 

sistêmicas e no monitoramento da saúde geral. A saliva também se apresenta como uma fonte 

não-invasiva do metabolismo e eliminação de medicamentos. Frequentemente, a Periodontia 

usa a saliva como recurso diagnóstico para avaliar as alterações de biomarcadores dos 

metabolismos ósseo e tecidual, provocadas pela doença periodontal.92–94  

A principal vantagem da coleta e análise de saliva como método de diagnóstico é a 

simplicidade da técnica, por prescindir de radiação e apresentar baixo custo de material.95 

Outras vantagens são um risco mínimo de contaminação durante a coleta e o fato de se usar a 

saliva em situações clínicas desafiantes, como a obtenção de amostras de crianças ou de 

pacientes ansiosos, onde a coleta de sangue geraria um problema.96 

Na Ortodontia, os níveis dos biomarcadores do metabolismo ósseo têm sido estudados 

como possibilidades promissoras para ampliar a compreensão sobre os fenômenos inerentes à 

remodelação óssea relacionada ao movimento ortodôntico e ao crescimento.14,16,98–101 

Os estudos publicados sobre os níveis da fosfatase alcalina na saliva ou sua atividade, 

fazem-no correlacionando a técnicas radiográficas de avaliação do crescimento. No primeiro 

deles, publicado em 2015, Tarvade e col compararam se há diferentes níveis da FAL nos 

diferentes estágios de maturação da falange média do terceiro dedo. Foi detectado maior nível 

médio de concentração da enzima na fase correspondente ao pico de crescimento, a fase G, 

segundo a análise de Hagg e Taranger, com subsequente decréscimo nas fases pós-surto.13,59 

O estudo de Wijaya e col. comparou os níveis especificamente da fosfatase alcalina óssea em 

relação a diferentes fases do crescimento encontradas pela maturação das vértebras cervicais, 

em acordo com o método de Bacetti e col.14,45 Os achados de tal trabalho revelaram não haver 

correlação significativa entre os níveis da FAO e as fases de MVC, com o pico dos níveis da 

enzima na fase pré-puberal e não no surto. Por último, o trabalho de Alhazmi e col investigou  

a relação da atividade da FAL, concentração proteica e idade cronológica com os estágios de 

MVC propostos por Bacetti e col.12,45 O pico da atividade enzimática foi encontrado nas fases 

pré-puberais, havendo boa relação entre a idade cronológica e as fases de MVC. 
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2 PROPOSIÇÃO  

 

Este estudo tem como proposta avaliar os níveis de expressão da enzima fosfatase alcalina 

óssea na saliva de pacientes, em diferentes estágios de crescimento, tendo como objetivos 

específicos: 

1 - Avaliar a concentração da FAO presente na saliva e se há diferença entre os diferentes 

estágios de maturação vertebral e da falange; 

2 – Compará-los aos estágios de maturação das vértebras cervicais visualizadas em 

telerradiografias de perfil; 

3 – Comparar ao estágio de maturação da falange média do terceiro dedo obtida em 

radiografia específica para este fim. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Aspectos éticos 

 

 O projeto de Pesquisa foi submetido à Plataforma Brasil (CAAE: 

16425819.0.0000.5259). O Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Universitário Pedro 

Ernesto (CEP/HUPE), da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) emitiu parecer 

consubstanciado número 3.550.517, data da relatoria: 03/09/2019 (ANEXO B).  

 

 

3.2 Tipo de estudo e seleção da amostra 

 

 Realizou-se um estudo transversal, no qual foram selecionados pacientes entre 7 e 17 

anos que buscaram tratamento ortodôntico na clínica de Ortodontia ou Odontopediatria da 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro. A seleção aconteceu no período de novembro de 

2018 a outubro de 2019. Após aplicação dos critérios de inclusão e exclusão, foram 

selecionados 65 pacientes, de acordo com o cálculo amostral.  

 

 

3.2.1 Critérios de inclusão/exclusão 

 

• Idade entre 7 e 17 anos; 

• Bom estado geral de saúde, com ausência de alterações metabólicas, como alterações na 

produção do hormônio do crescimento, asma, problemas cardiovasculares e doença renal 

crônica, sendo tais alterações descartadas através da anamnese; 

• Não ter feito uso de agentes antiinflamatórios ou antibióticos nos três meses prévios à 

coleta; 

• Profundidade de bolsa periodontal ≤ 4 mm para toda a dentição; 

• Índice de placa e de sangramento gengival ≤ 25% em toda a boca. 
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3.3 Procedimentos clínicos  

 

Após a aplicação dos critérios de inclusão e exclusão, os pacientes e seus responsáveis 

legais assinaram os termos de assentimento e consentimento, respectivamente. (Apêndices A 

e B) 

Seguinte ao recrutamento dos pacientes, foi feito um exame periodontal com avaliação da 

presença de placa visível, índice de sangramento gengival e medição da profundidade a 

sondagem.101,102 Estes procedimentos eram necessários para descartar a presença de doença 

periodontal, já que tal condição pode apresentar alterações nos níveis de fosfatase 

alcalina.103,104 

Após a realização dos índices, os pacientes receberam terapia periodontal adequada e as 

devidas instruções de higiene oral, pelo menos sete a dez dias antes da coleta da saliva. Na 

instrução de higiene, os pacientes eram orientados a escovar os dentes três vezes ao dia e fazer 

uso diário do fio dental. Este prazo foi estabelecido no intuito de, em caso de inflamação 

gengival, os níveis dos marcadores inflamatórios fossem restabelecidos a normalidade, 

incluindo a fosfatase alcalina. No intervalo entre a terapia periodontal e a coleta, os pacientes 

foram orientados a não ingerir medicamentos antiinflamatórios e/ou antibióticos, exceto em 

caso de manifestação do sintoma de alguma doença. Caso houvesse esta necessidade de 

ingerir alguma medicação, o paciente era excluído da amostra.  

  

 

3.4 Protocolo de aquisição da saliva 

 

No dia da coleta da saliva, os pacientes foram instruídos a não se alimentarem, ingerirem 

água e não deveriam escovar os dentes uma hora antes da coleta. Todos realizaram um 

bochecho com água gelada para remover quaisquer resíduos alimentares trinta minutos antes 

da coleta, feita entre as nove e onze da manhã.105,106 

Os participantes foram orientados a se manter em posição vertical na cadeira odontológica 

e a dispensar a saliva, de forma passiva, em tubos plásticos graduados e estéreis, imersos em 

gelo.107 Não houve estímulo químico ou mecânico para a expectoração salivar, nem contagem 

de tempo máximo para se obter cinco mililitros de amostra.108 

Após a coleta, cada paciente recebia um número de identificação, o mesmo que era usado 

para identificar as radiografias deste mesmo indivíduo. Este número seguia a ordem 

cronológica das coletas, ou seja, o primeiro paciente recebeu o número 1, o segundo o 2, e 
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assim sucessivamente até o paciente 65. 

 

3.5 Processamento das amostras de saliva e análise dos níveis de fosfatase alcalina 

 

Imediatamente após a coleta, a saliva foi levada para a centrifugação no laboratório 

(Centrífuga NT 800, Novatecnica, Piracicaba, SP – Brasil). O processo de centrifugação era 

de 15 minutos, feitos em 6000 rotações por minuto (rpm) ou 3024 gramas.  Os sobrenadantes 

foram separados em volumes de dois mililitros e congelados em um freezer a -80ºC até as 

amostras serem processadas. A saliva clarificada foi armazenada sem diluição ou inibidor de 

protease, conforme solicitado pelo fabricante do kit de análise. 

 

 

3.5.1 Determinação da concentração da fosfatase alcalina óssea  

 

Todas as amostras foram descongeladas antes do início do processo e diluídas na 

proporção 1:4 (25 μL de saliva para 75 μL de PBS). Para a mensuração dos níveis de FAO, 

foi selecionado um kit com especificidade para fluidos corporais humanos denominado 

“Human Bone Alkaline Phosphatase, BALP ELISA Kit” (MyBioSource, Southern California, 

San Diego - EUA). Os níveis da FAO foram medidos através de um ensaio de imunoabsorção 

enzimática (ELISA), cujo passo a passo está no Anexo A. Após este processo, as amostras 

foram lidas quanto a sua densidade óptica em um espectrofotômetro de 450 nm (TP Reader, 

ThermoPlate). 

 

 

3.6 Obtenção e processamento das radiografias  

 

3.6.1 Radiografia do terceiro dedo  

 

As radiografias foram feitas em equipamento de radiografias para tomadas periapicais com 

as devidas configurações (55kv, 500s e 8mA), estando a falange centralizada no filme. Estas 

radiografias foram feitas no mesmo dia da coleta de saliva. Todos os pacientes estavam 

protegidos por avental de chumbo com colar de tireóide. 
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3.6.2 Radiografia cefalométrica lateral  

 

As radiografias foram feitas no período de 60 dias antes ou após a coleta de saliva, de 

forma a não haver espaço de tempo muito grande entre sua tomada e a coleta. 

 

 

3.6.3 Processamento radiográfico e digitalização dos exames 

 

As radiografias do terceiro dedo foram reveladas de forma manual, ficando por 40 

segundos no revelador, com posterior lavagem em água e 60 segundos no fixador. Após a 

revelação, as radiografias eram lavadas com água. As radiografias cefalométricas laterais 

eram obtidas em aparelhos digitais de radiografias, com especial atenção à posição da cabeça 

para não cortar as vértebras C2-C4.   

Após o processamento, as imagens eram digitalizadas em um scanner fotográfico HP 

Photosmart 4890 (Hewlett-Packward - Palo Alto, Califórnia, EUA), com as configurações de 

resolução em 300 dpi e 256 tons de cinza. Todo processo de digitalização foi feito por um 

mesmo profissional calibrado para tal tarefa. 

Após digitalização, as imagens foram processadas no software Adobe Photoshop® (Adobe 

Inc. - San José, Califórnia, EUA) para remoção das informações dos pacientes, que 

porventura estivessem impressas nas radiografias cefalométricas laterais. Todas as 

radiografias foram então salvas em formato .TIFF, para manter a qualidade de imagem.  

 

 

3.7 Calibração dos avaliadores  

 

 

Dois operadores (MS e GP) avaliaram todas as radiografias de forma independente, 

estando cegos às informações dos pacientes, como nome, sexo e idade. A operadora MS 

avaliou treze radiografias (20% da amostra) de cada tipo, selecionadas de forma aleatória. 

Após quinze dias, estes mesmos exames foram reavaliados para testar a confiabilidade da 

técnica. O avaliador GP não realizou a calibração antes de avaliar os exames por estar 

previamente calibrado para as técnicas, como demonstrado em outros estudos.4,10,59,87,106   

No momento da avaliação dos exames, ambos os avaliadores estavam com as imagens e 

descrições correspondentes aos estágios de maturação vertebral e dos dedos em mãos. (figuras 
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1 e 2). Após as avaliações individuais, o avaliador GP conferiu os estágios atribuídos por MS, 

para checar a acurácia.109 

 

 

3.8  Análise da radiografia do terceiro dedo 

 

A avaliação da maturação da falange média do terceiro dedo foi feita a partir de uma 

radiografia periapical da região. A análise utilizada foi a proposta por Perinetti e col.60, 

dividida em três grupos de maturação: pré-puberal (MPS1-MPS2), surto (MPS3) e pós-surto 

(MPS4-MPS5).  

A análise consiste nos seguintes estágios (Figura 1): 

• MPS1: quando a epífise é mais estreita que a metáfise ou quando a epífise tem a 

mesma largura da metáfise, mas com ambas cônicas e de bordas laterais arredondadas. Epífise 

e metáfise não estão fusionadas. 

• MPS2: a epífise é pelo menos da mesma largura da metáfise, com as laterais 

aumentando de espessura e mostrando uma clara demarcação no ângulo direito, com ou sem 

degraus laterais no contorno superior. Em caso de assimetria entre os dois lados, o lado mais 

maduro é usado para especificar o estágio. 

• MPS3: a epífise é da mesma largura ou mais larga que a metáfise, com as laterais 

mostrando um capeamento inicial em relação à metáfise. Em caso de assimetria entre os dois 

lados, o lado mais maduro é usado para definir o estágio. Epífise e metáfise não estão 

fusionadas. 

• MPS4: a epífise começa a fusão com a metáfise, apesar de seu contorno ser claramente 

reconhecível. Ambos os lados da epífise formam um ângulo obtuso com a borda distal e o 

capeamento pode ser detectável. 

• MPS5: epífise e diáfise totalmente fusionadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 

 

 

 Figura 1 - Representação esquemática dos diferentes estágios de maturação óssea da 

falange média do terceiro dedo 

  

 

Fonte: Perinetti et al60 

 

 

3.9 Análise da radiografia cefalométrica lateral 

 

A análise de Baccetti e col. consiste na avaliação e classificação dos diferentes estágios de 

maturação de três vértebras cervicais (C2, C3 e C4), visualizadas na radiografia cefalométrica 

lateral. São seis estágios de maturação, agrupados nos períodos pré-surto (CS1 e CS2), de 

surto de crescimento puberal (CS3 e CS4) e pós-surto (CS5 e CS6). 5 

Os seis estágios são definidos da seguinte forma (Figura 2): 

• CS1: As bordas inferiores das três vértebras são retas. Os corpos de C3 e C4 apresentam 

formato trapezoidal (a borda superior do corpo vertebral estreita-se da região posterior para a 

anterior). O pico de crescimento mandibular acontecerá, em média, dois anos após este 

estágio. 

• CS2: A borda inferior de C2 apresenta uma concavidade. Os corpos de C3 e C4 são 

trapezoidais. O pico de crescimento mandibular acontecerá um ano após este estágio, 

aproximadamente. 

• CS3: As bordas inferiores de C2 e C3 apresentam-se côncavas. Os corpos de C3 e C4 

podem apresentar formato trapezoidal ou retangular. O pico de crescimento acontecerá 

durante o ano após este estágio. 

• CS4: Há concavidades nas bordas inferiores de C2, C3 e C4. Os corpos de C3 e C4 

apresentam forma de retângulo horizontal. O pico de crescimento mandibular ocorreu um ou 

dois anos antes deste estágio. 

• CS5: As bordas inferiores côncavas de C2, C3 e C4 estão presentes. Os corpos de C3 ou 
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C4 apresentam formato quadrático. Se não quadrático, o corpo de outra vértebra cervical 

ainda se mantém na forma de retângulo horizontal. O pico de crescimento terminou um ano 

antes deste estágio, pelo menos. 

• CS6: As concavidades nas bordas inferiores de C2, C3 e C4 ainda estão evidentes. Pelo 

menos um dos corpos de C3 ou C4 apresentam formato retangular vertical. Se não neste 

formato, o corpo da outra vértebra é quadrático. O pico de crescimento terminou há dois anos. 

 

Figura 2 - Representação esquemática dos diferentes estágios de maturação óssea da 

maturação das vértebras cervicais. 

  

Fonte: Baccetti e colaboradores.5 
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4 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

4.1 Cálculo amostral e erro de método  

 

Um tamanho amostral de pelo menos 16 indivíduos para cada um dos três grupos, de 

acordo com a maturação esqueletal (pré, pico e pós-pico) foi determinado para detectar um 

coeficiente de tamanho de efeito para os níveis da FAO de 1.0 entre qualquer um destes, com 

α em 0.01 e um poder de 0.8. 110 Para a avaliação tantos dos estágios da MFM e MVC, o erro 

de método foi calculado através dos coeficientes kappa não ponderado e ponderado e os 

dados derivaram de uma amostra de 20 casos escolhidos aleatoriamente e expressos como 

média (intervalo de 95% de confiança).112-113  

 

4.2 Análise dos dados  

 

O software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versão 20.0 (SPSS® Inc., 

Chicago, Illinois, USA) foi usado para a análise estatística. Os testes para avaliar normalidade 

dos dados e equidade das variâncias foram os de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. 

Após comprovada a normalidade da amostra, usou-se métodos paramétricos.    

A significância das diferenças entre a distribuição dos sexos e idade cronológica entre os 

grupos de crescimento, de acordo com cada indicador do crescimento, foi testada por análise 

qui-quadrada e análise unidirecional de variância (do inglês, one-way analysis of variance ou 

ANOVA). O teste ANOVA foi usado também para avaliar a significância entre os diferentes 

níveis de FAO e a concentração entre os grupos de crescimento. Uma análise adicional foi 

feita através do agrupamento dos indivíduos em diferentes estágios de MFM e MVC, com 

teste qui-quadrado e ANOVA, avaliando a significância entre as diferenças nos parâmetros 

mencionados anteriormente. Um valor de p<0.05 foi usado para rejeitar a hipótese nula.  
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5 RESULTADOS 

 

Para a análise de concordância intra-observador de MS foi utilizado o coeficiente kappa 

de Cohen.111 Quanto a avaliação das radiografias cefalométricas laterais, o kappa foi de 0,711, 

enquanto nas radiografias do terceiro dedo, o kappa encontrado foi de 0,897. Estes valores se 

traduzem em concordâncias intra-examinador substantiva e quase perfeita, respectivamente.  

Para avaliação dos estágios MFM, os valores de kappa ponderado e não-ponderado foram 

respectivamente de 0,923 (0,818-1) e 0,868 (0.697-1). Para os estágios de MVC, os valores de 

kappa ponderado e não-ponderados foram de 0,864 (0,750-0,997) e 0,693 (0,469-0,917), 

respectivamente.112,114   

A distribuição dos sexos e idades nos estágios de crescimento, de acordo tanto com o 

MFM e MVC, estão apresentados na tabela 1. Enquanto a distribuição dos sexos se mostrou 

similar entre os grupos comparados, a idade cronológica mostrou uma diferença 

estatisticamente significativa entre os três grupos (p<0.001). Não foi encontrada diferença 

entre a distribuição dos sexos entre os indivíduos, quando agrupados em diferentes estágios de 

MFM e MVC.  

Os níveis de FAO (em densidade óptica) e a concentração encontrada entre os grupos estão 

relatadas na Tabela 2. A densidade óptica dos níveis de FAO, expressa em AU*E3, variaram 

de 66.7 ±25.7 a 87.5 ±37.7 (grupos pós-puberal e puberal, respectivamente) para o método de 

MFM e de 74.1 ±32.1 a 80.6 ±29.7 (grupos pós-puberal e pré-puberal, respectivamente) para 

o método de MVC. A concentração de FAO (em ng/l) variou de 498.6 ±8.8 a 506.3 ±13.7 

(grupos pós-puberal e puberal, respectivamente) para o método de MFM e de 501.3 ±11.4 a 

503.6 ±11.9 (grupos pós-puberal e puberal, respectivamente) para o método MVC. Não foi 

encontrada diferença estatisticamente significativa entre os grupos, independentemente do 

indicador de crescimento (p>0.77, pelo menos). 

Os níveis de FAO e a concentração, de acordo com os métodos MFM e MVC estão 

apresentados na tabela 3. Valores semelhantes, sem diferença significativa, foram observados 

para os níveis de FAO e concentração usando os estágios de MFM. Não foi encontrada 

diferença também quando os indivíduos foram agrupados nos diferentes grupos determinados 

pelo método MVC, apesar de uma discreta tendência de escores reduzidos no estágio 6.  
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Tabela 1 - Distribuição demográfica para cada grupo de crescimento puberal de acordo com 

os indicadores de crescimento 

 

Indicador do crescimento 
  Grupos 

ρ 
Variáveis Pré-puberal Puberal Pós-puberal 

Método MFM 
Sexo (F/M) 7/9 6/15 16/12 0.137;  

Idade (anos) 10.4 ±1.9 13.3 ±1.8 15.4 ±1.3 0.000; 

      

Método MVC 
Sexo (F/M) 12/14 9/13 8/9 0.910;  

Idade (anos) 10.4 ±1.9 13.4 ±1.7 15.2 ±1.4 0.000;  

      

Legenda: A idade é apresentada como média ± desvio padrão. F (sexo feminino), M (sexo masculino); Sig 

(significância da diferença); NS (não-significante) e S (significante) 

Fonte: A autora, 2019 

 

 

Tabela 2 - Níveis de FAO (em densidade óptica – AU*E3) e concentração para cada um dos 

grupos  

Indicador de 

crescimento 

  Grupos  

ρ Variáveis Pré-

puberal 
Puberal 

Pós-

puberal 

Método MFM 

N 16 21 28  

Níveis da FAO 

(AU*E3) 

77.4 

±25.3 

87.5 

±37.7 

66.7 

±25.7 
0.822;  

Concentração da FAO 

(ng/l) 

502.3 

±8.9 

506.3 

±13.7 

498.6 

±8.8 
0.811;  

Método MVC 

N 26 22 17  

Níveis da FAO 

(AU*E3) 

80.6 

±29.7 

80.4 

±33.6 

74.1 

±32.1 
0.772;  

Concentração da FAO 

(ng/l) 

503.5 

±10.9 

503.6 

±11.9 

501.3 

±11.4 
0.783;  

Legenda: Dados da FAO estão apresentados como dados ± desvio padrão. N (número de pacientes); ρ  

(significância da diferença); NS (não-significante) e S (significante) 

Fonte: A autora, 2019 
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Tabela 3 - Densidade óptica (obtida a partir da leitura no espectrofotômetro) de acordo 

com os indicadores do crescimento (MFM e MVC) 

 

Legenda: Dados estão apresentados como média ± erro padrão. Não foram encontradas diferenças estatísticas 

significativas entres os estágios MFM e MVC. 

Fonte: A autora, 2019. 

 

 

 

Tabela 4 - Concentração da FAO salivar de acordo com os indicadores de crescimento 

(MFM e MVC) 

 
Legenda: Dados estão apresentados como média ± erro padrão. Não foram encontradas diferenças estatísticas 

significativas entres os estágios MFM e MVC. 

Fonte: A autora, 2019. 
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6 DISCUSSÃO  

 

Dentre os métodos de análise de crescimento, há destaque para as análises radiográficas, 

pela sua facilidade de obtenção, e por serem métodos consagrados na especialidade, ainda que 

exijam que os paciente se submetam a radiação.  

Apesar do uso disseminado das radiografias para detecção da fase de crescimento, a 

comparação de diferentes técnicas radiográficas entre si ou mesmo com diferentes indicadores 

de crescimento, trazem resultados heterogêneos da confiabilidade destes exames.   

Na metodologia deste trabalho, foram avaliados três métodos de detecção da fase de 

crescimento: radiografias cefalométrica lateral e do terceiro dedo da mão, além dos níveis dos 

da fosfatase alcalina óssea, um biomarcador do metabolismo ósseo, obtida na saliva.  

As radiografias cefalométricas laterais permitem o acompanhamento longitudinal do 

crescimento mandibular, através de medidas angulares e lineares. Entretanto, a comparação 

dos incrementos de crescimento ósseo é feita em radiografias seriadas, ou seja, há a 

necessidade de se comparar medidas cefalométricas em diversos exames, para determinar o 

surto puberal.36–39  

Em contrapartida, a avaliação da maturação das vértebras cervicais oferece a possibilidade 

de detectar em apenas um exame se o paciente se encontra no surto puberal. Isto é possível 

pela existência de um padrão de maturação, construído através de observações longitudinais 

de diversos autores.5,44–46,115    

No presente trabalho, a decisão pelo uso desta técnica foi motivada por este ser um exame 

de uso cotidiano na clínica ortodôntica. Além de tal fato, a classificação da maturação 

apresenta relativa simplicidade e confiabilidade, ainda que haja alguma controvérsia em 

relação a sua reprodutibilidade. 49,51,117–121  

Uma forma de contornar a questão da reprodutibilidade da avaliação da MVC é o 

treinamento do profissional com a técnica.116 Neste estudo, dois avaliadores (MS e GP) foram 

responsáveis pela avaliação visual das radiografias laterais dos pacientes, sendo um destes um 

avaliador experiente (GP), que conferiu os resultados da primeira avaliadora. 

No teste de concordância intra-examinador, a avaliadora MS analisou 13 radiografias de 

cada tipo, selecionadas de forma aleatória. A avaliação dos mesmos exames foi repetida após 

15 dias, sendo possível encontrar valores de kappa de 0,711 para o método MVC e 0,897 no 

método MFM. Estes valores se assemelham a alguns dos estudos prévios que avaliaram tais 

métodos. 10,48,50,60,109,121 

A concordância das classificações de MVC feitas por ambos os avaliadores, através dos 
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coeficientes kappa ponderado e não-ponderado, foi de 0,864 (0,750-0,997) e 0,693 (0,469-

0,917), respectivamente. Esses valores foram considerados quase perfeito para o ponderado e 

substancial para o não-ponderado, de acordo com a definição de Cohen.110 Estes resultados 

são semelhantes aos encontrados em outros estudos, o que corrobora a reprodutibilidade do 

método de avaliação visual. 47,116,122 

Entretanto, outros estudos encontraram baixa reprodutibilidade inter-observador. 49,117,120 

No trabalho de Gabriel e col, os autores apontaram uma reprodutibilidade baixa entre os 

avaliadores, o que não indicaria o método de MVC como única técnica de avaliação das fases 

de crescimento.49 Contudo, esta conclusão pode ser questionada, uma vez que os valores de 

kappa encontrados podem ser considerados moderados pelos valores estabelecidos por 

Kendall.123 Já o trabalho de Nestman usou a mesma amostra e avaliadores do trabalho de 

Gabriel, com o intuito de realizar uma análise mais detalhada.49,120 Neste estudo, concluiu-se 

que apenas a avaliação visual das vértebras não seria satisfatória para determinar a fase de 

crescimento, pois em parte da amostra não foi possível determinar o estágio de MVC. Uma 

justificativa para a dificuldade de se estabelecer os estágios a partir dos questionários pode ser 

o fato de que a transição de uma fase de maturação para a outra não ocorre imediatamente. 

Portanto, haveria fases de transição, nas quais a classificação pode ser mais difícil, assim 

como a concordância entre avaliadores mais inconsistente.  

Corroborando os achados de Nestman, o trabalho de Zhao e colaboradores propôs 

complementar a avaliação da fase de crescimento com as radiografias periapicais do terceiro 

dedo e os níveis da fosfatase óssea na saliva.50 

O método de avaliação através da maturação da falange média é um desmembramento da 

radiografia de mão e punho, com a vantagem de apresentar dose de radiação reduzida e 

facilidade de obtenção do exame. Isto é possível pelo uso de radiografias número 2 (usadas 

para tomadas periapicais), processadas de modo convencional, e aparelho de radiografia 

dental, comumente presente em consultórios e clínicas odontológicas.9 Além disto, o guia de 

solicitação e uso das radiografias odontológicas publicada no ano de 2016 pela Sociedade 

Britânica de Ortodontia não aconselha a solicitação das radiografias de mão e punho para a 

detecção da fase de crescimento, por ser um exame adicional na documentação ortodôntica de 

pacientes jovens. A justificativa é que tal detecção poderia ser feita através das radiografias 

cefalométricas laterais, ainda que a técnica de MVC apresente suas limitações.8   

Neste estudo, a obtenção das radiografias foi feita de acordo com a descrição de pesquisas 

anteriores, estando o paciente sentado, com o dedo médio da mão direita posicionado ao 

centro do filme radiográfico.10,124 
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A literatura relacionada à confiabilidade da MFM em relação a outros métodos avaliação 

do crescimento é pouco extensa. A maioria dos estudos compara a MFM do terceiro dedo 

apenas com os estágios de crescimento encontrados na análise de MVC, apresentando boa 

correlação entre as fases estabelecidas por ambos os exames.10,11,121,125–127 

Ao se avaliar a concordância inter-observadores para o método MFM, os coeficientes 

kappa ponderado e não ponderado encontrados neste estudo, apresentaram valores de 0,923 

(0,818-1) e 0,868 (0,697-1), respectivamente. Tais valores indicam excelente concordância na 

avaliação, corroborando os estudos publicados anteriormente.11,117-118  

Segundo o princípio ALARA (sigla do inglês, As Low As Reasonable Achievable), a dose 

de radiação oferecida em um exame radiográfico deve ser a menor possível para se obter uma 

imagem que auxilie no diagnóstico de uma condição específica.128 Entretanto, especialmente 

em pacientes crianças e jovens, comumente há a necessidade de se repetir o exame 

radiográfico, por estes terem se movimentado na hora da tomada. Um fator agravante da 

repetição é que nestes pacientes, a sensibilidade  ao câncer induzido por radiação é 

aproximadamente dez vezes maior quando comparados a adultos de meia-idade, e até três 

vezes maior que a sensibilidade da população no geral.129 Ainda deve-se levar em 

consideração que estes pacientes possivelmente podem ser submetidos a outras radiografias 

na vida adulta, aumentando a dose de radiação acumulada ao longo da vida. 

A busca pela redução das exposições radiográficas na avaliação do crescimento gerou um 

maior interesse em métodos não-radiográficos para esse fim. A Medicina utiliza diferentes 

técnicas com tal intuito, como medições de maturação sexual, padrões de velocidade de 

crescimento e peso, além de biomarcadores do crescimento ósseo explorados, principalmente, 

no sérum sanguíneo.52,75,81,130,131 

A Odontologia usa a quantificação destes marcadores para avaliar o remodelamento ósseo 

localizado, com destaque para a Periodontia, que trabalha com as enzimas relacionadas às 

doenças dos tecidos periodontais. A Ortodontia faz uso destes marcadores, principalmente, 

para avaliar o remodelamento induzido pela movimentação ortodôntica. Todavia, apenas em 

2015 surgiu o primeiro trabalho avaliando sua correlação com o crescimento ósseo em 

pacientes jovens.13 A Ortodontia, entretanto, não se ateve às mensurações feitas no sérum 

sanguíneo, havendo proposições de se quantificar tais enzimas também no fluido gengival e 

saliva.11,75,132 

A saliva apresenta como principais vantagens a facilidade de coleta das amostras e menor 

custo de material. Além disto, a simplicidade técnica em possibilitar a coleta em consultórios 

e clínicas privadas parece uma possibilidade promissora para a avaliação do crescimento. Por 
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este fato, o presente estudo decidiu investigar os níveis de um biomarcador do crescimento 

ósseo neste fluido oral. 

Os primeiros estudos na área da Ortodontia foram feitos com análise do fluido gengival, 

para determinar a atividade enzimática da fosfatase alcalina.4,90 A escolha desta enzima pode 

ser justificada por esta estar relacionada à mineralização óssea e, em estudos prévios, seus 

níveis terem apresentado variação de acordo com as fases do crescimento, com maiores 

concentrações desta enzima encontradas na fase correspondente ao surto de crescimento 

puberal.81,83,84,131 

Os critérios de inclusão dos pacientes nestes estudos foram os mesmos adotados pelo 

presente trabalho.4,90 A exclusão dos pacientes que fizeram uso de antibióticos previamente a 

coleta foi pelo fato de o metabolismo destes medicamentos alterar os níveis da fosfatase 

alcalina.133,134 Os pacientes foram avaliados também quanto a condição periodontal, visto que 

a presença de inflamação gengival ou mesmo presença de doença periodontal alteram os 

valores de tal enzima.104,135 

Apesar dos mesmos critérios de inclusão e metodologia semelhante, o presente trabalho 

alterou alguns pontos da metodologia. Por exemplo, a saliva foi usada, no lugar do FGC, para 

mensurar os níveis da enzima, com intuito de simplificar a fase de coleta da amostra. A coleta 

de fluido gengival exige treinamento e material específicos,  necessitando do Periopaper®, 

uma fita absorvente, assim como controle crítico da exsudação de sangue pelo sulco.136 

Outra divergência entre os trabalhos foi que este estudo avaliou os níveis da fosfatase 

alcalina óssea e não a atividade enzimática. A diferença entre ambos é que a quantificação da 

atividade enzimática não é específica para a isoforma óssea da enzima, o que pode gerar um 

fator de confusão quanto ao que realmente está se mensurando. Entretanto, o uso da atividade 

enzimática pode ser baseado na premissa que, em pacientes jovens saudáveis, os níveis da 

fosfatase alcalina óssea é maior que os de suas outras isoformas.23 

A quantificação da isoforma óssea é possível através do teste de imunoabsorção enzimática 

ou ELISA, passível de ser feito tanto em sérum sanguíneo quanto em saliva. 14,83,131,132 Neste, 

a enzima torna-se o antígeno, que se liga ao anticorpo específico para esta isoforma. Após a 

ligação antígeno-anticorpo, as amostras são avaliadas através da espectrofotometria para gerar 

os resultados de densidade óptica, que posteriormente serão convertidos em valores de 

concentração enzimática.   

Assim como no presente estudo, as pesquisas que utilizaram FGC, avaliaram se há 

diferença entre a atividade da fosfatase alcalina em diferentes estágios de maturação, 

determinadas através do método de MVC. Os pacientes foram divididos em três estágios: pré-
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surto, surto e pós-surto de crescimento puberal. Entretanto, os resultados foram divergentes. 

Os estudos de Perinetti e colaboradores encontraram níveis aumentados da atividade 

enzimática na fase de surto de crescimento, quando comparados as fases pré e pós-surto.4,90 O 

presente trabalho não encontrou diferença estatisticamente significativa entre os níveis da 

fosfatase alcalina óssea quando comparados os estágios de crescimento, determinados pelos 

métodos MFM e MVC.   

Uma possível justificativa para esta diferença de resultados entre os estudos supracitados 

seria que o fluido gengival pode ser uma fonte de biomarcadores que detecte melhor o 

metabolismo ósseo local, por isso a expressão enzimática seria maior neste fluido oral. Outra 

justificativa poderia ser a dificuldade de difusão da enzima, oriunda do sangue ou mesmo dos 

ossos, para a saliva.137 Contudo, não há relato na literatura de como é a passagem desta 

enzima especificamente.  

Além disso, a saliva ainda pode sofrer o chamado “efeito da matriz”, onde há interferência 

de outros fatores na expressão da enzima.138 Uma destas interferências poderia vir da 

alteração do pH da saliva, provocada pelo estímulo salivar. Como no presente estudo, o fluxo 

salivar não foi estimulado e os pacientes não fizeram uso de medicamentos/drogas ilícitas ou 

apresentavam qualquer doença no momento da coleta, a possibilidade de interferência do pH 

foi descartada. Não há na literatura, porém, estudos que avaliem os efeitos da matriz nas 

concentrações da fosfatase alcalina na saliva.  

Outro fator que poderia alterar os valores de concentração salivar seria a degradação 

enzimática durante a coleta e o armazenamento. Todavia, o presente estudo fez a coleta do 

fluido salivar em recipiente com gelo, seguindo as normas de processamento e 

armazenamento sugeridas pelo kit de análise.106 

Considerando os estudos que mensuraram os níveis da fosfatase alcalina óssea e a 

atividade enzimática, correlacionando-os a outros indicadores de crescimento, os resultados 

foram divergentes e semelhante ao presente estudo. Tarvade e colaboradores foram os 

primeiros a avaliar a correlação da atividade da FAL na saliva com um indicador radiográfico 

do crescimento, através do método de MFM. Neste trabalho, foi encontrado um expressivo 

aumento da atividade da enzima em relação no estágio referido como o de pico de 

crescimento puberal.13  

O trabalho de Wijaya comparou a quantidade de proteínas e os níveis de FAO na saliva em 

relação aos estágios de maturação vertebral.14 Os critérios de inclusão e metodologia de 

análise das amostras foram semelhantes ao do presente estudo, exceto pelo kit de análise 

utilizado. No estudo referido, foi usado um kit não-específico para FAO, que declara não ter 
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reatividade cruzada com outras isoformas. Assim como o presente estudo, não foi encontrada 

diferença estatisticamente significativa da correlação dos estágios de maturação com os níveis 

salivares da FAO. 

No estudo de Alhazmi foi avaliada a capacidade da atividade enzimática, concentração 

proteica e idade cronológica na predição da fase do crescimento determinada pelo método de 

MVC.12 Como resultado, encontrou-se o pico da atividade enzimática na fase pré-puberal. A 

concentração proteica foi mais expressiva nos estágios CVMS 3 e 5, que correspondem 

respectivamente ao pico e final de crescimento puberal. Considerando os fatores avaliados, a 

combinação da idade cronológica com a concentração mostrou a melhor capacidade em 

predizer o estágio de maturação vertebral dos pacientes.  

Se considerado que houve apenas diferença significativa da atividade enzimática em dois 

estágios maturacionais, este resultado contrasta em parte com o do presente estudo. 

Entretanto, a comparação das metodologias traz diferenças entre os trabalhos que podem 

justificar alguns dos resultados divergentes.  

O estudo de Alhazmi usou radiografias feitas até seis meses antes da coleta salivar, um 

intervalo de tempo maior que o usado neste estudo, que foi de dois meses.12 Tal intervalo 

pode ter ou não alterado a fase de maturação ou levado a um estágio transicional entre as 

fases, que não seria compatível com o exame usado na avaliação. Outro fator não mencionado 

no artigo, mas que poderia ser um fator de confusão, é que alguns pacientes da amostra já 

haviam iniciado o tratamento ortodôntico, que altera os níveis da FAL, para menos ou mais 

durante a movimentação ortodôntica. 98,139 

O presente estudo captou 65 pacientes em busca de tratamento ortodôntico na Faculdade 

de Odontologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, com o intuito de quantificar os 

níveis da FAO na saliva e comparar se há diferença nestes níveis entre os estágios de 

maturação do crescimento, avaliados em dois tipos de radiografia. Os dois métodos 

radiográficos utilizados foram os de avaliação da MVC e da MFM, com uma técnica menos 

difundida, porém, acessível ao alcance do clínico, pela facilidade de obtenção do exame e de 

interpretação das imagens. Além destes, o trabalho propôs o uso de um método enzimático: a 

medição de um biomarcador do metabolismo ósseo, a fosfatase alcalina, aqui avaliada em sua 

isoforma óssea.  

A proposta de se avaliar os níveis da fosfatase alcalina óssea veio da possibilidade de, caso 

esta mostrasse uma variação, comparável aos exames radiográficos, poderia ser um método de 

avaliação não-invasivo, de coleta simples e barata. Entretanto, não foi detectada diferença 

estatística significativa entre os diferentes estágios de maturação óssea, determinados pelas 
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radiografias cefalométrica lateral e do terceiro dedo. Este resultado é comparável ao estudo de 

Wijaya e parcialmente ao estudo de Alhazmi, mesmo com diferenças metodológicas entre os 

trabalhos.12,14 

A partir destas comparações, pode-se inferir que os níveis da fosfatase alcalina óssea na 

saliva não diferem com os estágios maturacionais. A quantificação dos níveis desta enzima ou 

mesmo sua atividade parece não ser confiável na saliva, diferentemente do que acontece no 

sangue ou no fluido gengival. Mais estudos devem ser realizados nesta área, com o intuito de 

verificar os resultados obtidos, ou mesmo avaliar os níveis de outra enzima do metabolismo 

ósseos, como a osteocalcina. 

Como limitações do estudo, tem-se a necessidade de excluir da amostra os pacientes que 

fazem uso constante de medicação ou mesmo o fizeram em um período próximo a coleta. 

Estes pacientes foram orientados a não ingerir medicamentos no período entre a avaliação 

periodontal e a coleta.  

Outra limitação foi o uso da saliva como fonte de detecção da FAO, e não o sangue ou 

FGC. A saliva apresenta o pouco explorado na literatura “efeito da matriz”, onde outras 

substâncias nele presentes interferem na expressão enzimática. Tal efeito pode reduzir os 

níveis detectáveis da enzima ou de fato este fluido pode não apresentar concentrações 

variáveis da FAO em paciente saudáveis, sendo diferenças observadas apenas em pacientes 

com quadro de doença periodontal. Todavia, a coleta sanguínea, apesar de método mais 

acurado para esta avaliação enzimática, é uma técnica mais invasiva, com questão ética 

considerável e com menor adesão por parte dos pacientes e responsáveis. 
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CONCLUSÃO 

 

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que: 

Não há diferença significativa entre os níveis da fosfatase alcalina óssea mensurada na 

saliva em relação aos estágios de crescimento determinados pelos métodos MVC e MFM; 

Portanto, os níveis da fosfatase alcalina óssea na saliva não são correlacionáveis aos 

estágios maturacionais, não sendo capaz de diferenciá-los e ser usada como indicador 

confiável das fases de crescimento ósseo. Neste cenário, o uso das radiografias cefalométrica 

lateral e do terceiro dedo não aparecem como dispensáveis na detecção da fase de 

crescimento. Estas radiografias apresentam as vantagens de serem exames já solicitados na 

documentação ortodôntica (radiografia cefalométrica lateral) e de fácil obtenção para o clínico 

(radiografia do terceiro dedo), permitindo um acompanhamento longitudinal do crescimento, 

com menor dose de radiação. Além disso, as técnicas de avaliação radiográficas mostraram-se 

reprodutíveis, o que facilita a classificação dos exames por ortodontistas.  
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APÊNDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido  

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
Prezado responsável/representante legal, 

 Este estudo denomina-se “Determinação da fase de crescimento em pacientes jovens através 

dos níveis da fosfatase alcalina óssea na saliva e das análises radiográficas.”. Seu objetivo é avaliar um 

método de predição da fase de crescimento através da medição de uma substância na saliva (fosfatase 

alcalina) e compará-lo a dois métodos radiográficos, de grande utilização na Ortodontia. O 

procedimento de coleta será feito através da dispensa de saliva em tubos estéreis e descartáveis, sendo 

indolor e não invasivo. No mesmo dia da coleta, será feita uma radiografia do terceiro dedo do 

paciente, sem custo ou prejuízo a este. Será solicitada também uma radiografia cefalométrica lateral, 

exame padrão para o início de qualquer tratamento ortodôntico. A participação é voluntária e não trará 

malefício ao paciente, assim como não haverá custo adicional ao responsável. Como benefícios na 

participação do estudo, tem-se a terapia periodontal, instrução de higiene oral e possibilidade de 

correção da má-oclusão dentária.  

 Em qualquer etapa do estudo, os responsáveis e pacientes participantes poderão acessar o 

profissional responsável para informação adicional pelo telefone (21) 2868-8288 e (21) 99587-8046. 

A liberdade do responsável e/ou participante em recusar o experimento ou retirar seu consentimento, 

em qualquer fase da pesquisa, não trará penalização alguma. Para maiores esclarecimentos quanto às 

questões éticas da pesquisa entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 

Universitário Pedro Ernesto/UERJ. Av. Vinte e Oito de Setembro, 77 Térreo - Vila Isabel - Cep 

20551-030. TEL: 21 2868-8253 – E-mail: cep-hupe@uerj.br. 

Os dados coletados serão mantidos em sigilo, sendo acessados apenas pelos responsáveis pela 

pesquisa. A saliva será processada, armazenada e avaliada na UERJ, sendo descartada ao final da 

pesquisa. Os dados gerados neste trabalho são confidenciais e só serão utilizados com fins científicos, 

como a publicação de artigos, conferências, painéis ou temas-livres.  

 

CONSENTIMENTO 

 

Eu, ________________________________________ li e concordo com a participação do 

menor__________________________________________ na pesquisa. 

 

Assinatura do(a) responsável /representante legal 
Data: ___/___/_____ 

 

 

Eu, ________________________________________ obtive de forma apropriada e voluntária o 

Consentimento Livre e Esclarecido do (a) responsável /representante legal pelo (a) menor participante 

da pesquisa. 

 

Assinatura do(a) pesquisador(a) 
Data: ___/___/_____ 

 

 

 

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO 

CENTRO BIOMÉDICO 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA 
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APÊNDICE B - Termo de Assentimento Livre e Esclarecido 

 

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
Você está sendo convidado para participar da pesquisa “Determinação da fase de crescimento 

em pacientes jovens através dos níveis da fosfatase alcalina óssea na saliva e das análises 

radiográficas.”. Queremos saber em que fase do crescimento você está e para isso, usaremos dois tipos 

de radiografia, que já seriam feitas para você começar seu tratamento ortodôntico e a medição da 

quantidade de uma substância específica (fosfatase alcalina) da saliva. Todos temos essa substância na 

saliva, mas seus níveis variam durante a fase de crescimento. Estes exames serão comparados, para 

saber se determinam a mesma fase do crescimento. 

As pessoas que irão participar desta pesquisa têm de 7 a 18 anos de idade. A pesquisa será 

feita no(a) departamento de Ortodontia da UERJ. Durante a pesquisa, faremos um exame da sua 

gengiva, limpeza dentária e instrução de higiene oral. Depois, marcaremos uma consulta pela manhã, 

onde você dispensará sua saliva em tubos estéreis e descartáveis e fará as radiografias necessárias. 

Para isso, será usado o material odontológico adequado. Caso aconteça algo errado, você pode 

procurar a pesquisadora Mariana Sobral pelo telefone (21) 2868-8288 ou (21) 99587-8046.  

Você não precisa participar desta pesquisa se não quiser. Ninguém ficará irritado(a) ou 

chateado(a) com você se você disser “não”: a escolha é sua. Você pode pensar nisto e falar depois se 

você quiser. Você pode dizer “sim” agora e mudar de ideia depois e tudo continuará bem. É importante 

que você converse com seus responsáveis sobre a sua decisão. Saiba o que eles acham, fale a eles o 

que pretende fazer, se quer ou não participar. Você tem o tempo que precisar para isso. Também pode 

discutir com o(a) pesquisador(a), quando quiser. Ele(a) responderá todas as suas dúvidas, em qualquer 

momento. 

Você não receberá nenhum dinheiro nem terá que pagar nada para participar da pesquisa. 

Ninguém saberá que você está participando da pesquisa, não falaremos a outras pessoas, nem daremos 

a estranhos as informações que você nos der. Os resultados da pesquisa vão ser publicados, mas sem 

identificar as pessoas que participaram da pesquisa.   

 

ASSENTIMENTO 

 

Eu ______________________________________________________ li este termo e aceito participar 

da pesquisa.  

 

Assinatura do(a) participante 
Data: ___/___/_____ 

 

Eu, ________________________________________ obtive de forma apropriada e voluntária o 

Assentimento Livre e Esclarecido do participante da pesquisa. 

 

Assinatura do(a) pesquisador(a). 
Data: ___/___/_____ 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO 

CENTRO BIOMÉDICO 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA 
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ANEXO A – Manual do kit de análise  

 

“Human Bone Alkaline Phosphatase, BALP ELISA Kit”  

 

Sample preparation 

 

1) We are only responsible for the kit itself, but not for the samples consumed during the 

assay. The user should calculate the possible amount of the samples used in the whole test. 

Please reserve sufficient amount of samples in advance. 

2) Please predict the concentration before assaying. If values for these are not within the 

range of the standard curve, users must determine the optimal sample dilutions for their 

particular experiments. We suggest pre-experimenting with neat (undiluted) samples, 1:2 or 

1:4 dilutions. Please avoid diluting your samples more than 1:10 as it would exceed the 

dilution limit set for this kit. If the expected concentration of the target is beyond the detection 

range of the kit, please contact technical support. 

3) If the samples are not indicated in the manual, a preliminary experiment to determine 

the validity of the kit is necessary. 

4) Owing to the possibility of mismatching between antigen from other resource and 

antibody used in our kits (e.g., antibody targets conformational epitope rather than linear 

epitope), some native or recombinant proteins from other manufacturers may not be 

recognized by our products. 

5) Influenced by the factors including cell viability, cell number and also sampling time, 

samples from cell culture supernatant may not be detected by the kit. 

 

Reagents preparation 

 

1) Bring all kit components and samples to room temperature (20-25 °C) before use. 

2) Samples - Please predict the concentration before assaying. If concentrations are 

unknown or not within the detection range, a preliminary experiment is recommended to 

determine the optimal dilution. PBS (pH 7.0-7.2) or 0.9% physiological saline can be used as 

dilution buffer. 

3) Wash Solution - Dilute 10 mL of Wash Solution concentrate (100×) with 990 mL of 

deionized or distilled water to prepare 1000 mL of Wash Solution (1×). If crystals have 

formed in the concentrate, warm to room temperature and mix gently until the crystals have 
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completely dissolved. The 1× wash solution is stable for 2 weeks at 2-8°C. 

4) Do not dilute the other components which are ready- to-use. 

 

Assay procedure 

 

Please read Reagents Preparation before starting assay procedure. It is recommended that 

all Standards and Samples be added in duplicate to the microtiter plate. It is strongly 

recommended to do a preliminary experiment before measuring all samples. 

1) Secure the desired numbers of coated wells in the holder then add 50 μL of Standards 

(Shake the bottle of each standard gently by hand and Pipette up and down the solution 

of standard for 3 times before adding) or Samples to the appropriate well. Add 50 μL of 

PBS (pH 7.0-7.2) in the blank control well. Cover and incubate the plate overnight at 

4°C. 

2) Wash the microtiter on the next day. 

3) Dispense 5 μL of Balance Solution into 50 μL samples only, mix well. (NOTE: This 

step is required when the sample is cell culture supernatants, body fluid and tissue 

homogenate; if the sample is serum or plasma, then this step should be skipped.) 

4) Add 100 μL of Conjugate to each well (NOT blank control well). Mix well. Mixing 

well in this step is important. Cover and incubate the plate for 1 hour at 37°C. 

5) Wash the microtiter plate using one of the specific methods indicated below: 

a) Manual Washing: Remove incubation mixture by aspirating contents of the plate into a 

sink or proper waste container. Fill in each well completely with 1x wash solution, and 

then aspirate contents of the plate into a sink or proper waste container. Repeat this 

procedure five times for a total of FIVE washes. After washing, invert plate, and blot 

dry by hitting the plate onto absorbent paper or paper towels until no moisture 

appears. Note: Hold the sides of the plate frame firmly when washing the plate to 

assure that all strips remain securely in frame. Complete removal of liquid at each step 

is essential to good performance.  

b) Automated washing: wash plate five times with diluted wash solution (350-400 

μL/well/wash) using an auto washer. After washing, dry the plate as above. It is 

recommended that the washer be set for soaking time of 10 seconds and shaking time 

of 5 seconds between each wash. 

6) Add 50 μL Substrate A and 50 μL of Substrate B to each well including blank control 

well, subsequently. Cover and incubate for 15-20 minutes at 37C (Avoid sunlight. If 
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the color is not dark, please prolong the incubation time, but longest time is 30 min) 

7) Add 50 μL pf Stop Solution to each well including blank control. Mix well.  

8) Determine the optical density (O.D.) at 450 nm using a microplate reader immediately. 

 

Calculation of results 

 

1) The standard curve is used to determine the amount of samples.  

2) First, average the duplicate readings for each standard and sample. All O.D. values are 

subtracted by the mean value of blank control before result interpretation.  

3) Construct a standard curve by plotting the average O.D. for each standard on the 

horizontal (X) axis against the concentration on the vertical (Y) axis, and draw a best 

fit curve using graph paper or statistical software to generate a linear regression, four 

parameter logistic (4-PL) curve-fit, or curvilinear regression of a second degree. An x-

axis for the optical density and a y-axis for the concentration is also a choice. The data 

may be linearized by plotting the log of the concentrations versus the log of the O.D. 

and the best fit line can be determined by regression analysis.  

4) Calculate the concentration of samples corresponding to the mean of absorbance from 

the standard curve. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 

 

 

ANEXO B – Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa  
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