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RESUMO

AGUIAR, Mariana Caires Sobral de. Determinacao da fase de crescimento através de
analises radiograficas e da fosfatase alcalina dssea na saliva. 2020. 66f. Dissertacao
(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 mas-oclusoes
esqueléticas de classes II e III, onde espera-se redireciona-lo, ¢ fundamental a determinagao
do estagio de crescimento do individuo. Para tal, existem diversas técnicas, como as
radiograficas e as enzimaticas. O objetivo deste estudo determinar a fase de crescimento
através dos niveis e da correlagdo dos valores de um biomarcador 6sseo (fosfatase alcalina
Ossea) e duas técnicas radiografica. Foram selecionados 65 pacientes de ambos os sexos, com
idade média de 12,7 anos, em busca de tratamento ortodontico nos setores de Ortodontia e
Odontopediatria da Universidade do Estado do Rio de Janeiro e que se enquadraram nos
critérios de inclusdo/exclusdo. Os indicadores de crescimento 0sseo radiograficos escolhidos
foram os estagios de maturagdo das vértebras cervicais, avaliados através da radiografia
cefalométrica lateral, e os da maturagdo da falange média do terceiro dedo, obtida em exame
da area de interesse, na mao direita. Apos a obtengdo 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 indice de concordancia kappa demonstrou boa reprodutibilidade intra e
inter-examinadores. Na avalia¢do intra-examinador, o resultado de kappa foi de 0,711 para a
maturacao vertebral e 0,893 para a maturacdo da falange. Quanto a correlagdo inter-
examinador, a avaliagdo da matura¢do da falange média, o valor de kappa ponderado foi de
0,923 enquanto para o da maturagao das vértebras cervicais foi de 0,864. O terceiro indicador
de crescimento avaliado neste trabalho foi a quantificagdo da fosfatase alcalina Ossea na
saliva. A coleta da saliva foi realizada entre 9 e 11 horas da manha, sem estimulo quimico ou
mecanico. O processamento da saliva foi feito através de um ensaio de imunoabsorcao
enzimatica, com posterior determinacao da densidade Optica através de um espectrofotometro.
Os valores obtidos neste ensaio foram entdo correlacionados aos estagios de crescimento pré-
pico, pico e pos-pico de crescimento puberal, determinados por ambas as radiografias. Apos a
aplica¢do do teste ANOVA, nao foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre
os estagios de crescimento puberal. Como nao houve variacao dos niveis da fosfatase alcalina
entre os diferentes estdgios maturacionais, pode-se inferir que a avaliagcdo desta enzima na
saliva pode ndo ser um indicador confiavel do crescimento 6sseo. A quantificacdo desta
enzima pode ser avaliada em outros fluidos corporeos, como sangue ou fluido gengival.

Palavras-chave: Crescimento. Metabolismo 6sseo. Radiografia. Fosfatase alcalina. Saliva.



ABSTRACT

AGUIAR, Mariana Caires Sobral de. Growth phase determination through radiographic
analysis and bone alkaline phosphatase in saliva. 2020. 66f. Dissertacdo (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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INTRODUCAO

Identificar a fase de crescimento dos pacientes ortodonticos ¢ fundamental para se
escolher os melhores momento e estratégia de intervencdo. Esta tomada de decisdo ¢ ainda
mais importante no tratamento de pacientes classe II, pois ¢ fundamental conhecer o0 momento
do surto de crescimento da mandibula para se decidir a melhor forma de direcionar seu
crescimento.!

Tradicionalmente, a avaliacdo da fase de crescimento ¢ efetuada através de exames
radiograficos, que permitem avaliar os diferentes estagios da maturacdo das vértebras
cervicais (radiografia cefalométrica lateral), dos germes dentarios (radiografia panoramica) e
dos centros de ossificagdao/fechamento epifisdrios dos ossos da mao e do punho (radiografia
de mao e punho). A avaliagdo da denti¢do (decidua/mista/permanente, através de modelos de
gesso) e a idade cronoldgica também fornecem dados que contribuem para esta analise, porém
apresentam pouca confiabilidade.*

Dentre os métodos radiograficos, a andlise da maturacdo das vértebras cervicais,
através das radiografias cefalométricas laterais, e a andlise carpal sdo os métodos mais usados
na Ortodontia.5,6 Na anélise da maturacao proposta por Baccetti, ha seis diferentes estagios
de maturagdo das vértebras cervicais 2, 3 e 4, que compreendem trés estagios: pré-pico, pico €
pos-pico de crescimento puberal.5 Em relagdo a andlise carpal, as andlises mais recorrentes
em estudos sobre o tema sdo as de Greulich e Pyle e Fishman.6,7 Entretanto, a recomendagao
mais recente de entidades da classe ortodontica € a de dispensar o uso das radiografias de mao
e punho para avaliacdo do crescimento, por ser um exame radiografico adicional na
documentacao ortodontica.8

Uma alternativa a este exame seria a avaliagdo da maturacdo da falange média do
terceiro dedo, observada a partir de um exame periapical.9 Esta avaliacdo apresenta boa
correlagdo com o método de maturagdo vertebral, além de oferecer menor radiacdo quando
comparada a de mao e punho, por exemplo. Sua obtencdo ¢ feita através de aparelho de
radiografico dental convencional, encontrados em consultérios e clinicas odontoldgicas
particulares, assim como em instituicdes de ensino, o que facilita o acompanhamento
longitudinal do crescimento.10

Entretanto, ao se buscar alternativas ndo-radiograficas para a avaliagdo e
acompanhamento do crescimento, os marcadores do metabolismo 6sseo sdo tidos como

promessas de deteccdo comparavel a das radiografias, prescindindo de radiagao.
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Os marcadores do crescimento Osseo mais relatados na literatura com o intuito de
quantificar o crescimento s3o o IGF-1 e a fosfatase alcalina. O primeiro fora quantificado
apenas no soro sanguineo, enquanto ha estudos relatando a quantificacdo da fosfatase no
sangue, fluido gengival crevicular e saliva.11-12 Esta ultima apresenta vantagens em relagao
ao fluido e ao sangue pela relativa simplicidade na técnica e processamento das amostras,
além de ser um método ndo-invasivo, o que pode facilitar a adesdo de pacientes mais jovens e
seus responsaveis.

Os trabalhos publicados que avaliaram a correlacdo dos niveis ou da atividade da
fosfatase alcalina na saliva correlacionaram-nos apenas com um exame radiografico ou
mesmo a associagdo deste com idade cronoldgica, um indicador pouco confidvel do
crescimento 0sseo.12-16 O objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis da isoforma 6ssea da
fosfatase alcalina, enzima que estd diretamente relacionada ao processo de mineralizagao
Ossea e correlaciona-los aos estagios de crescimento (pré-pico, pico e pds-pico de crescimento
puberal). Estes estagios foram determinados através da matura¢do das vértebras cervicais,
avaliada em radiografias cefalométricas, e da maturagcdo da falange média do terceiro dedo,

avaliada em pelicula radiografica tipo 2 (usada para tomadas periapicais).
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Metabolismo désseo

O tecido 6sseo esta em processo de constante remodelacdo através dos processos
antagonicos de aposicdo e reabsorcdo, que estdo comumente em equilibrio. Tal equilibrio ¢
possivel através de regulagdo de hormonios sistémicos (paratormoénio e vitamina D) e
biomarcadores locais (citocinas e fatores de crescimento).'”

Os biomarcadores locais sdo classificados de acordo com a sua fun¢do no processo
metabolico: formacao ou reabsor¢ao. Os indicadores de reabsor¢ao dssea estdo relacionados
aos produtos da quebra do colageno, como a hidroxiprolina ou diversos colagenos de ligacao
cruzada e telopeptideos. Outros marcadores da reabsor¢cdo sdo proteinas de matriz nio-
colagenosa, como sialoproteinas 0sseas ou enzimas osteoclasto-especificas como fosfatatase
acida ou catepsina K.!

O processo de aposicdo Ossea, comandado pelos osteoblastos, tem os seguintes
biomarcadores como indicadores de suas funcdes: colageno tipo I, envolvido na producao de
precursores de novos osteoblastos; fosfatase alcalina, ativa na fase de maturagdo da matriz

extracelular, osteocalcina e osteopontina, responsdveis pela mineralizagio.'®

1.1.1 Marcadores da aposicio ossea

1.1.1.1 Colageno tipo I

E um tipo de colageno fibrilar sendo a proteina mais abundante da matriz relacionada a
mineralizagdo 6ssea.!”

Junto a outras variantes de colageno (tipos II, III, V e XI) o tipo I estd organizado em
fibrilas e 'r encontrados em tecidos capazes de resistir a tensdo, forcas de cisalhamento e

compressdo, como tenddes, 0ssos, cartilagens e pele.'8



18

1.1.1.2 Osteocalcina

A osteocalcina ¢ uma pequena proteina produzida pelos osteoblastos durante a
mineralizacdo da matriz, com sua expressdao controlada pela vitamina D, o que a torna capaz
de ligar ao calcio.!” Também interage com outras proteinas, incluindo receptores de superficie
celular. Esta funcdo faz com que a osteocalcina seja uma molécula ativa no processo de
organizacao da matriz extracelular.

A maior parte da osteocalcina € produzida e incorporada a propria matriz dssea onde se
liga a hidroxiapatita. Apenas uma porcentagem menor (variacdo de 10 a 30%) esta disponivel
na circulacdo sanguinea. Entretanto, a concentragdo desta proteina no sérum ¢ um marcador
sensivel da formacdo 6ssea.’’ Apesar deste fato, a instabilidade desta molécula no sangue
dificulta estabelecer um padrao para a medicdo de seus niveis através de kits de analise

imunoenzimatica, havendo varia¢des em diferentes métodos. 2!

1.1.1.3 Fosfatase alcalina (FAL)

E uma proteina plasmatica ligada 8 membrana que pode se apresentar em quatro diferentes
1soformas: intestinal, placentaria, de células germinativas e de tecidos nao-especificos, como
as produzidas no figado, ossos e rins.

A fosfatase alcalina 6ssea (FAO) ¢ uma enzima relacionada a fase de aposicdo Ossea,
sendo responsavel pelo processo de mineralizagdo Ossea através do aumento dos cristais de
hidroxiapatita. Esta enzima pode também inativar um dos agentes inibidores da calcificagdo, a
osteopontina. £ um homo dimero ancorado a membrana dos osteoblastos e as vesiculas
matriciais. Apos sua quebra por uma fosfolipase, a FAO ¢ liberada na circula¢do e pode ser
entdo usada como marcador da formacdo 6ssea.??

Em individuos saudaveis, a FAO predomina em relacdo as outras isoformas na infancia e
adolescéncia, enquanto a isoforma do figado predomina na vida adulta, ou se apresenta na
mesma propor¢do da 6ssea. Em situagdes ndo-fisioldgicas, como calcificagdo vascular, cancer

6sseo e doenca de Paget, ha também o predominio de isoforma 6ssea. *
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1.2 Crescimento esqueletal

A definicao de crescimento refere-se as mudangas da quantidade de matéria biologica,
enquanto o desenvolvimento engloba as capacidades de crescimento, diferenciagdo (mudanca
em qualidade) e deslocamento (mudanga de posicdo). Ainda ha o processo de maturagao,
relativo as altera¢des qualitativas, que ocorrem com o amadurecimento ou idade. Um exemplo
de processo de maturagdo ¢ a puberdade, que comumente responde ao pico de crescimento.?*
Todas estas etapas fazem parte das transformacdes ocorridas ao longo da vida do ser humano
e fazem parte do acompanhamento dos pacientes odontologicos/ortoddnticos, especialmente o
crescimento dos maxilares. O interesse ¢ justificado pela possibilidade de se intervir com
objetivo de controlar a progressdo das deformidades esqueléticas, como as més-oclusdes de
classe II ou III. Para tal, é necessario entender o processo de formagao e conhecer o(s) periodo
(s) de maior desenvolvimento destes 0ssos.

A mandibula e a maxila sdo respectivamente os segundo e terceiro 0ssos a iniciarem o
processo de ossificagdo na fase embrionaria.>> Ambos ossos sdo desenvolvidos a partir dos
primeiro e segundo arcos branquiais, processo iniciado na quinta semana embriondria, €
apresentam ossificagdo do tipo intramembranosa.

Comparando os periodos de crescimento de ambos maxilares, Laowansiri e Liu e col.
acompanharam, através de radiografias cefalométricas laterais, pacientes ndo tratados
ortodonticamente dos 4 meses de vida aos 16 anos de idade.?®?” Nestes estudos, foram
avaliadas radiografias cefalométricas laterais, onde se caracterizou o desenvolvimento
mandibular e maxilar, remodelamento e maturagcao mandibulares. Como resultados, observou-
se que a maxila apresenta seu maior potencial de crescimento e alteragdes dimensionais no
primeiro ano de vida, especialmente no sentido antero-posterior ¢ em relagdo a maturacao
Ossea. A mandibula o faz até os seis primeiros meses pds-natais, apresentando desaceleracao
nas taxas de crescimento e gradiente de maturacdo durante a primeira infancia, resultado
semelhante obtido no trabalho de Hagg e Taranger.

Os potenciais de crescimento da maxila e mandibula ja4 foram comparados também de
acordo com diferentes alteragdes esqueléticas da face. Em um estudo comparativo entre o
crescimento craniofacial de pacientes classe I e II sem tratamento ortodontico prévio, foram
avaliados pacientes entre 9 e 18 anos de idade.”® Ndo houve diferengas significativas no
crescimento dos grupos, com ambos apresentando aumento dos angulos SNA e SNB, redu¢ao
do ANB e angulo goniaco. Em contrapartida, o estudo de Stahl e colaboradores demonstrou

semelhangas no padrao de crescimento craniofacial entre os pacientes Classe I e II, exceto por
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um menor aumento no comprimento mandibular dos classe Il em relagdo aos de classe I, o
que ¢é observado desde o pico de crescimento mandibular até a fase pos-puberal.?’

No estudo de Wolfe e colaboradores que envolveu pacientes dos 6 aos 16 anos, foi
detectada piora na relagdo antero-posterior de maxila/mandibula, com tendéncia de
crescimento mandibular excessivo, especialmente em meninos.>* Em estudos comparativos de
pacientes em crescimento com padrdes esqueléticos do tipo I e III, os ultimos apresentaram
valores menores de ANB e mandibulas mais hiperdivergentes e largas, quando comparados
aos pacientes classe 1. -3¢ Qutro diferencial dos pacientes classe III é o crescimento residual
mandibular, mesmo ap6s o pico puberal, quando comparado ao da maxila.>®

A avaliagdo das diferencas e similaridades do crescimento da maxila e da mandibula ¢ feita
predominantemente através do acompanhamento das radiografias cefalométricas de forma
longitudinal. Entretanto, tdo importante quanto a comparacao das alteracdes esqueléticas ao
longo do tempo, é avaliar em que etapa do crescimento o paciente estd, o que torna as

decisdes sobre o melhor momento e qual a melhor estratégia de intervengao mais precisas.

1.3 Métodos radiograficos de avaliacio do crescimento

1.3.1 Radiografia cefalométrica lateral

1.3.1.1 Avaliacdo do crescimento da face através de linhas e angulos cefalométricos

Uso de medidas lineares e angulares para, através de superposicoes das radiografias,
avaliar o crescimento 0sseo. Nao existem medidas-padrdo definidas, a escolha fica a critério
do tipo de avaliacdo desejada, seja de crescimento dos ossos da face em seu padrao horizontal,
vertical ou ambos. Como exemplos, tem-se as seguintes analises:

- Superposicao craniofacial ou total: quando se sobrepdem os tracados na linha Sela-Nasio
(SN), com registro no ponto Sela (S), para avaliar o crescimento geral da face e alteracdes do
tratamento.

- Superposi¢ao parcial/total de maxila: quando se sobrepdem os tracados no plano palatal,
com registro no ponto espinha nasal anterior (ENA), para avaliar o movimento dos dentes
superiores.>®

- Superposicao parcial/total de mandibula: quando se sobrepdem os tragados no contorno

da cortical interna da sinfise com melhor sobreposi¢ao no limite inferior do corpo mandibular,
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para avaliar o movimento dentario na arcada inferior e crescimento da mandibula.’”°

1.3.1.2 Maturagao das vértebras cervicais (MVC)

A analise da maturagdo das vértebras cervicais (MVC) é um método baseado na avaliagao
do formato das vértebras cervicais, visualizadas na radiografia cefalométrica lateral. Uma
vantagem relevante deste método ¢ nao necessitar de uma radiografia adicional no inicio do
tratamento, ja que a radiografia cefalométrica lateral ¢ rotineiramente usada tanto para os
diagnoésticos de padrdes esqueléticos e dentdrios, como também para avaliagdo de
crescimento.

O método, descrito inicialmente por Lamparski, consiste na avaliagdo dos seis estagios de
maturacdo das vértebras cervicais, em relagdo as suas altura e largura, que podem ser

identificados durante o periodo puberal.*’

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 padrao de amadurecimento das vértebras cervicais. A idade esquelética foi determinada a
partir da radiografia de mao e punho, usando os métodos propostos por Greulich and Pyle e
Todd.%*! O autor propds que fossem avaliadas as vértebras de C2 até a C6. Foi encontrada
boa correlagdo entre a avaliagdo vertebral e a carpal, sugerindo que deveriam ser feitos
estudos longitudinais sobre o tema. Nesta analise, os padroes de cada uma das seis fases de
maturacdo foram divididos de acordo com os géneros feminino/masculino, levando em
consideracdo a idade cronoldgica dos pacientes.

Diversos estudos foram desenvolvidos desde a criagdo de tais padrdes de maturagdo,
porém apenas em 1995 Hassel e Farman desenvolveram um método de analise levando em
consideragdo apenas as vértebras C2, C3 e C4.** Sua justificativa para a redugdo do nimero
de vértebras analisadas foi a similaridade encontrada de C3-C7, o que ndo justificaria uma
analise de maior numero de vértebras, simplificando a técnica.

O método proposto por Lamparski foi modificado por Franchi e col. em 2000.*> Neste
estudo, os autores removeram as correlacdes dos estagios de maturacio vertebral com idade
cronoldgica e sexo, porém faziam a avaliacdo das cinco primeiras vértebras cervicais. O
mesmo grupo de autores, em 2002, fez uma nova modificagdo do método, o qual agora
apresentava cinco estagios, devido a unido das fases 3 e 4 do método prévio. A avaliagdo
passou a ser apenas das trés primeiras vértebras, como proposto por Hassel e Farman em

1995.46

Baccetti e col propuseram, em um estudo no ano de 2005, um mesmo parametro de
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avaliagdo de formato das vértebras cervicais de meninos ¢ meninas, sem considerar a idade
cronolégica dos pacientes.’ Neste trabalho, mantiveram o padrio de seis estigios de
maturacdo. Os estagios contemplam trés fases do crescimento puberal: antes do surto
(estagios 1 e 2), durante o surto (estagios 3 e 4) e ap0ds o surto (estagios 5 e 6).

Diversos estudos foram realizados aplicando o método de andlise da maturagao vertebral e
avaliando a reprodutibilidade da técnica. De acordo com Franchi, Baccetti e Rainey, o método
MVC apresenta boa confiabilidade.’***’ No estudo de Rainey, foram testadas as
reprodutibilidades de avaliacdo intra e inter-observadores, onde encontrou-se boa
concordancia entre ambas, assim como no estudo de Perinetti, que destaca que quando hd um
treinamento especifico, a analise da MVC ¢ um método confiavel e reprodutivel de avaliacao
do estagio de crescimento.?**’ Tal afirmativa foi corroborada pelo estudo de Rongo e col, que
avaliou se a experiéncia clinica na drea de Ortodontia afetaria a reprodutibilidade do método
MVC.*® Trés grupos foram recrutados para a pesquisa: o primeiro formado por alunos de
Odontologia com menos de um ano de experiéncia em Ortodontia, estudantes de pos-
graduacdo, com dois a quatro anos de experiéncia ortodontica e especialistas com mais de sete
anos na area. Como resultado, o grupo com menos de um ano de experiéncia em Ortodontia
foi o que apresentou melhores correlagdes intra e inter-observador. A justificativa para tal fato
foi que no ultimo ano de graduagdo, o grupo de recém-formados recebeu treinamento
intensivo sobre a técnica.

Em contrapartida aos estudos supracitados, foi demonstrado que o método de analise das
vértebras cervicais apresenta baixa reprodutibilidade, tanto nas avaliagdes intra quanto inter
observador, concluindo que este método nao deve ser o unico método diagndstico para avaliar

o estagio do crescimento, 364!

1.3.2 Radiografia de mio e punho

Para avaliacdo da maturidade dssea e previsao do estagio do crescimento da crianca e do
adolescente o método de avaliagao mais tradicional na Ortodontia ¢ a analise da radiografia de
mao e punho. Neste, o calculo da idade média de acordo com o aparecimento de cada um dos
diversos centros de ossificacdo, ou o fechamento epifisario e suas variagdes nestas idades.

A técnica descrita por Greulych e Pyle ¢ baseada em um atlas padrdo de comparagao,

composto de radiografias de mao e punho “tipicas” de acordo com um intervalo de seis meses
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de idade cronolégica.® A radiografia do paciente teria entdo de ser comparada as radiografias-
padrdo do atlas, para se atribuir a este uma idade em meses (idade média). O método de
Tanner e col. também utiliza um método de comparagdo com radiografias-padrao da
maturidade esquelética de pacientes considerados normais € com algumas caracteristicas
similares, como idade e sexo. Os ossos individuais sdo classificados usando um sistema de
escores de ponderagio bioldgica, para assim designar uma “idade esquelética”.>

Em 1977, Martins e Sakima propuseram um método através do grafico da curva do surto
de crescimento puberal (SCP) com a sequéncia da fase de mineralizacdo dos centros de
ossificacdo dos 0ssos da mao e do punho, determinando se a taxa de crescimento estd na fase
ascendente ou descendente.>

O método de avaliacdo de Fishman, proposto em 1982, tem sido o mais utilizado na
avalia¢do das radiografias de mao e punho. Consiste na avaliagdo da maturacdo esquelética
baseada em indicadores de maturagdo esquelética, que abrangem todo o periodo de
desenvolvimento na adolescéncia. Tais indicadores estdo localizados em seis sitios
anatomicos do polegar, dedos médio, minimo e o osso radio, provendo graficos e tabelas que
estimam a taxa de crescimento médio e porcentagem do crescimento total completado. Estes
valores sdo independentes da idade cronoldgica.’

Apesar do método de avaliagdo do crescimento em radiografias de mao e punho ainda ser
amplamente usado no ensino e pratica clinica de Ortodontia, questiona-se a necessidade de
solicitar um exame radiografico adicional aos pacientes, somente com o intuito de avaliar o
crescimento. Esta questdo ¢ discutida no estudo de Verna e col, onde foi avaliada a validade
deste método como diagnostico da etapa de crescimento puberal.’* Foi encontrada
variabilidade na correlacdo com o crescimento dsseo, visto que cada paciente apresenta um
padrdo diferente de crescimento, ndo justificando a exposicao radiografica adicional.

Quando comparado ao método de analise da maturacdo das vértebras cervicais, a literatura
disponivel ¢é controversa. Segundo Flores-Mir, existe uma relacio moderadamente alta entre
as avaliagOes das vértebras cervicais e as radiografias de mao e punho, resultado semelhante
ao encontrado por Gandini e col.™¢ Entretanto, estes resultados diferem do encontrado por
Beit e col, onde a partir das radiografias de mao e punho, foram calculadas as idades dos
pacientes, segundo o método de Greulich e Pyle. °’ As idades esqueléticas, obtidas a partir das
radiografias, foram comparadas a maturacdo das vértebras cervicais, através dos seguintes
parametros: concavidades de C2, C3 e C4; altura anterior de C3 e C4 e o angulo entre as
bordas superiores de C3 e C4. Como resultado, foi obtido que o grau de concordancia entre a

idade esqueletal calculada pelo método da anélise da maturagao vertebral e a obtida através do
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método de Greulych e Pyle foi inferior ao obtido entre a idade cronoldgica e a analise carpal.

1.3.3 Maturacdo da falange média do terceiro dedo (MFM)

Estudos prévios sobre o método de avaliacdo das radiografias de mao e punho trouxeram
indicativos de que a maturagdo da falange média do terceiro dedo pode ser usada como
indicador da maturacio esquelética.’®*® E possivel detectar a maturagio desta area através de
um exame radiografico feito com uma pelicula nimero 2, usada em tomadas periapicais.

A primeira descri¢do dos estdgios de maturacdo da falange média foi feita em 1972 no
estudo de Fishman.” No trabalho de Perineti e col foi feita uma descri¢io modificada,
separando em seis fases especificas.!® O mesmo autor publicou um outro estudo, em 2017,
com uma atualizacdo que compactou as fases 3 e 4, trazendo uma avaliagdo em cinco € nao
mais seis fases.®” Foram usadas como referéncias as analises carpais de Hagg e Taranger e
Rajagopal.”®®!%2 No estudo de Perinetti, foi avaliada a confiabilidade do método em relagio
ao surto de crescimento mandibular. Como resultado, observou-se que o estdgio MPS2
apresenta acuracia satisfatoria na identificacdo da fase iminente ao pico de crescimento
mandibular. Entretanto, houve grande variabilidade da incidéncia desta fase em pacientes
mais velhos, sugerindo a necessidade de se usar este método associado a outros na detecg¢dao
da fase de crescimento.

Um outro estudo sobre o uso da maturacdo de partes especificas da mao foi o de Leite e
col, que avaliou a correlagdo dos dados esqueléticos encontrados na avaliacdo radiografia de
mao e punho por completo quando comparados aos encontrados apenas na analise dos dedos
polegar, indicador e dedo médio.*® O resultado encontrado foi que a andlise apenas destes trés
dedos oferece resultados tdo precisos quanto a radiografia de mao e punho, com a vantagem

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

1.3.4 Radiografia panoramica (maturacdo dental)

A avaliacdo da maturagdo/ estagio de calcificacdo dentdria apresenta-se como mais uma
alternativa para a andalise da idade esquelética de pacientes em crescimento. A vantagem deste
método ¢ ser baseada em radiografias panoramicas, que sdo solicitadas de maneira rotineira
na clinica de Ortodontia. Os dentes mais comumente usados nesta tentativa de correlagdo com

a idade esquelética sdao os caninos, pré-molares e segundos molares. Estes dentes sdo



25

preferiveis por terem seus estadgios de maturacdo correlacionados ao periodo de crescimento
puberal, enquanto a maturacdo de incisivos e primeiros molares estdo no periodo prévio ao
surto, € os terceiros molares apos o surto de crescimento. Outro fator a ser considerado ¢ a
preferéncia pela avaliagdo dos dentes inferiores, pela sobreposi¢do de imagens no arco
superior (em radiografias panoramicas), o que pode dificultar uma visualizacdo clara da fase
de calcificagdo.®

Uma metanalise conduzida por Perinetti e col. reuniu e comparou diversos estudos
disponiveis sobre a correlacdo da maturacao dentéria, usando o método de analise proposto
por Dermijan e col. com a andlise de maturag@o das vértebras cervicais, segundo os métodos
propostos por Hassel e Farman ou Baccetti.***>0>% Qs estudos incluidos na metandlise
apresentavam qualidade de baixa a moderada. Concluiu-se que, apesar dos diversos estudos
afirmarem existir uma boa correlacdo entre a fase do crescimento obtida através da maturagao
das vértebras e os estdgios de maturagdo dentaria, este ultimo ndo ¢ recomendado para tal

avaliagao.

1.4 Métodos nao-radiograficos de avaliacdo do crescimento

1.4.1 Modelos de gesso (idade dentaria)

A avaliagdo das fases do desenvolvimento da denticdo (decidua, mista precoce, mista
tardia e permanente) ¢ um mecanismo de predi¢do da idade com uso difundido, apesar de
existir pouca evidéncia disponivel sobre sua confiabilidade. As fases da denti¢do tém sido
usadas especialmente na investigacdo dos resultados de protocolos de tratamento precoce
versus tardio em pacientes com mas oclusdes Classe II ou III de Angle, com resultados
controversos.

Quando comparado a avaliacdo da maturagdo das vértebras cervicais, um estudo de
Franchi e col. concluiu que a fase da denticdo mista precoce (esfoliagdo dos incisivos
deciduos, erup¢do dos primeiros molares e incisivos permanentes) mostra maior valor
diagnostico para a identificacdo da fase esquelética pré-puberal (CS1), enquanto a denticao
mista intermediaria (incisivos e primeiros molares permanentes e os outros dentes deciduos)
apresenta pouco valor diagndstico nesta fase.’” Nem a denticio mista tardia (esfoliagio de
caninos e molares deciduos, erup¢ao de caninos permanentes e pré-molares) ou a denti¢ao
permanente precoce (presenca de todos os dentes permanentes, exceto os terceiros molares)

sao indicadores validos para a fase de pré-pico puberal (CS3).
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1.4.2 Idade cronoldgica

A avaliagdo da idade cronoldgica como indicador bioldégico da maturagcdo esquelética
também ¢ pouco confidvel, devido principalmente a extensa variabilidade individual quando
correlacionada aos eventos proximos a puberdade.” Entretanto, apesar da pouca
confiabilidade do método como de avaliagdo da maturidade esquelética, a idade cronoldgica
tem sido usada como fator de inclusao/exclusdo para estudos que avaliam a efetividade do
tratamento de pacientes em crescimento.%®7°

Diversos estudos correlacionaram a idade cronoldgica com outros métodos de avaliacdo da
idade esqueletal, como a maturagdo das vértebras cervicais ¢ a radiografia de mao e punho.
Em um estudo que comparou a idade cronologica com as fases do crescimento, segundo a
analise de maturacdo vertebral, Baccetti e col. sugeriram que em meninos, a idade cronologica

1.7! Tanto nos meninos

pode identificar a fase pré-puberal ¢ nas meninas, a fase pds-pubera
quanto nas meninas, a idade cronologica ndo estd correlacionada ao inicio do surto da
maturacdo esquelética. Em relacdo as radiografias de mao e punho, segundo o estudo de Beit
e col., a idade cronoldgica também ndo apresentou boa correlagdo quando comparada a
analise destas radiografias pelo método de Greulich e Pyle, mesmo resultado obtido por Suri e

col. 57,72

1.4.3 Avaliacdo da quantificacdo/atividade enzimatica de biomarcadores do crescimento 6sseo

1.4.3.1 Sérum sanguineo

A literatura dispde de muitos estudos em que se correlaciona os niveis ou mesmo a
atividade de enzimas e metabolitos do corpo as diversas fases de crescimento 6sseo. Dentre os
metabolitos mais citados, tem-se o fator de crescimento semelhante a insulina 1, e a fosfatase

alcalina.

a) Fator de crescimento semelhante a insulina-1 '

O fator de crescimento semelhante a insulina-1 ¢ um hormoénio polipeptidico produzido

! Do inglés insuline-like growth fator-1 ou IGF-1



27

pelo figado, em resposta ao estimulo do horménio do crescimento. Estd envolvido no
crescimento de diversos orgdos e tem papel fundamental no crescimento pds-natal e
. . . . 73
especialmente no crescimento longitudinal dos ossos.
Alguns estudos buscaram correlagdes dos niveis deste hormonio no sérum sanguineo em
busca de variagdes de acordo com a fase de crescimento. Tais estudos compararam os niveis
hormonais aos achados obtidos através da maturagio das vértebras cervicais. '"*7> Como

resultado, encontraram niveis aumentados nas fases de surto de crescimento puberal (estagios

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

b) Fosfatase alcalina

A avaliagdo desta enzima no sérum pode ser feita através de dois diferentes métodos:
avaliagdo da atividade enzimatica total, onde ndo ha distin¢ao das isoformas da FAL e ensaios
imunoenzimaticos para se determinar a concentragdo desta enzima, nos quais se ¢ possivel
alcancar maior especificidade da isoforma-alvo.”®78

A fosfatase alcalina 6ssea (FAO) apresenta niveis maximos de atividade nos primeiros seis
primeiros meses de vida, com redugdo e estabilizacdo dos valores entre dois € nove anos de
idade, onde ha um aumento variavel na fase da puberdade. Apds esta etapa, na faixa entre 18
e 20 anos, os individuos atingem os niveis de pacientes adultos.” 8!

Em um estudo feito para avaliar os niveis de marcadores do metabolismo Osseo em
meninas no surto de crescimento, encontrou-se niveis de FAO dez vezes maior do que em
pacientes adultos e niveis de atividade enzimatica da FAL total cinco vezes maior.®?

Dois estudos avaliaram a relagdo dos niveis da fosfatase alcalina ¢ssea (FAQO) sanguinea
com os estagios de crescimento determinados por Tanner-Whitehouse.’?##* Ambos estudos
encontraram valores aumentados desta enzima nas fases de surto de crescimento puberal, com
variacdo dos valores em relacdo a meninos e meninas, com o pico sendo mais tardio nos
meninos. O estudo de Mora encontrou expressiva variacdo das concentragdes da FAO de
acordo com a fase do crescimento, independentemente da idade.®* Os autores concluiram que

¢ importante se comparar os valores de expressdo da enzima com a idade cronoldgica, sexo e

algum outro método que especifique as fases de crescimento.



28

1.4.3.2 Fluido gengival crevicular

O fluido gengival crevicular (FGC) ¢ um exsudato bioldgico proveniente do epitélio do
sulco gengival. A quantificagdo dos seus componentes ¢ um método para identificar
biomarcadores especificos com sensibilidade adequada, tanto para avaliagdo de modificagdes
durante o tratamento ortodontico, como das doengas periodontais e dos biomarcadores
relacionados ao crescimento dsseo."”*°

Em um estudo retrospectivo comparativo da relagdo entre a atividade da FAL, as fases de
maturagdo das vértebras cervicais e as fases da denticdo (denticdo mista intermedidria, mista
tardia e permanente), foram recrutados 100 pacientes com idade média de 11,5 anos.? As
fases do crescimento puberal foram definidas em fases pré-puberal, de crescimento e pos-
puberal, através das radiografias cefalométricas laterais. A atividade da FAL foi analisada
através da coleta do FGC, feita nos sitios mesial e distal dos incisivos inferiores. Como
resultado do estudo, foi reafirmada a fraca relagao entre as fases da denticdo com as fases de
crescimento, segundo as radiografias laterais. Entretanto, a atividade enzimatica da FAL
encontrada no grupo da fase de crescimento puberal foi quase duas vezes maior que a dos
outros grupos (pré e pos-puberal), com uma diferenga estatisticamente significante. Este
resultado confirma a avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina como um método
diagnostico da fase de crescimento puberal.

Perinetti e colaboladores compararam a relagao entre a maturagdo das vértebras cervicais e
o nivel de FAL no fluido gengival crevicular de pacientes de 7 a 17 anos de idade.”® O maior
nivel de atividade enzimatica foi detectado nas fases CS3 e CS4, que correspondem ao pico
de crescimento mandibular na analise da MVC. Como descrito por Szulc e col, a atividade do
FAL, que ¢ o biomarcador mais usado do metabolismo dsseo, aumenta durante a puberdade e

diminui durante a vida adulta.'’

1.4.3.3 Saliva

A saliva € uma secre¢do exdcrina, sendo uma complexa mistura de fluidos origindrios das
glandulas salivares, do fluido gengival crevicular (FGC) e sangue, contendo bactérias orais e
debris de alimentos. Também sdo encontrados na saliva imunoglobulinas e outros fatores
antimicrobianos, proteinas, enzimas, mucinas e produtos azotados, como ureia e amonia.”!

A passagem destes compostos, quando originarios do sangue, se da através de diferentes

modos: difusdo passiva, transporte ativo e ultrafiltragdo. O método de difusdo varia entdo de
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acordo com o tamanho da molécula. A transudacdo dos compostos sanguineos para a
cavidade oral pode acontecer via FGC ou mesmo diretamente da mucosa oral.

O fluido salivar ¢ um importante instrumento diagnostico na deteccdo de doencas
sist€émicas e no monitoramento da saude geral. A saliva também se apresenta como uma fonte
ndo-invasiva do metabolismo e eliminagdo de medicamentos. Frequentemente, a Periodontia
usa a saliva como recurso diagndstico para avaliar as alteragdes de biomarcadores dos
metabolismos 6sseo e tecidual, provocadas pela doenca periodontal.”>~*

A principal vantagem da coleta e andlise de saliva como método de diagndstico € a
simplicidade da técnica, por prescindir de radiagdo e apresentar baixo custo de material.”’
Outras vantagens sao um risco minimo de contaminac¢do durante a coleta e o fato de se usar a
saliva em situagOes clinicas desafiantes, como a obten¢do de amostras de criangas ou de
pacientes ansiosos, onde a coleta de sangue geraria um problema.”®

Na Ortodontia, os niveis dos biomarcadores do metabolismo 0sseo tém sido estudados
como possibilidades promissoras para ampliar a compreensao sobre os fendomenos inerentes a
remodelacio dssea relacionada a0 movimento ortoddntico e ao crescimento. 1628101

Os estudos publicados sobre os niveis da fosfatase alcalina na saliva ou sua atividade,
fazem-no correlacionando a técnicas radiograficas de avaliacdo do crescimento. No primeiro
deles, publicado em 2015, Tarvade e col compararam se ha diferentes niveis da FAL nos
diferentes estdgios de maturagdo da falange média do terceiro dedo. Foi detectado maior nivel
médio de concentragdo da enzima na fase correspondente ao pico de crescimento, a fase G,
segundo a analise de Hagg e Taranger, com subsequente decréscimo nas fases pos-surto.!*
O estudo de Wijaya e col. comparou os niveis especificamente da fosfatase alcalina 6ssea em
relagdo a diferentes fases do crescimento encontradas pela maturacao das vértebras cervicais,
em acordo com o método de Bacetti e col.!** Os achados de tal trabalho revelaram ndo haver
correlagdo significativa entre os niveis da FAO e as fases de MVC, com o pico dos niveis da
enzima na fase pré-puberal e ndo no surto. Por ultimo, o trabalho de Alhazmi e col investigou
a relagdo da atividade da FAL, concentracdo proteica e idade cronologica com os estagios de
MVC propostos por Bacetti e col.'>* O pico da atividade enzimdtica foi encontrado nas fases

pré-puberais, havendo boa relagdo entre a idade cronolégica e as fases de MVC.
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2 PROPOSICAO

Este estudo tem como proposta avaliar os niveis de expressdo da enzima fosfatase alcalina
Ossea na saliva de pacientes, em diferentes estagios de crescimento, tendo como objetivos
especificos:

1 - Avaliar a concentracdo da FAO presente na saliva e se ha diferenca entre os diferentes
estagios de maturagdo vertebral e da falange;

2 — Comparé-los aos estdgios de maturacdo das vértebras cervicais visualizadas em
telerradiografias de perfil;

3 — Comparar ao estagio de maturagdo da falange média do terceiro dedo obtida em

radiografia especifica para este fim.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O projeto de Pesquisa foi submetido a Plataforma Brasil (CAAE:
16425819.0.0000.5259). O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro
Ernesto (CEP/HUPE), da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) emitiu parecer
consubstanciado nimero 3.550.517, data da relatoria: 03/09/2019 (ANEXO B).

3.2 Tipo de estudo e selecio da amostra

Realizou-se um estudo transversal, no qual foram selecionados pacientes entre 7 ¢ 17
anos que buscaram tratamento ortodontico na clinica de Ortodontia ou Odontopediatria da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. A selecdo aconteceu no periodo de novembro de
2018 a outubro de 2019. Apos aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, foram

selecionados 65 pacientes, de acordo com o célculo amostral.

3.2.1 Critérios de inclusao/exclusao

« Idade entre 7 € 17 anos;

* Bom estado geral de satde, com auséncia de alteragdes metabolicas, como alteracdes na
producdo do hormoénio do crescimento, asma, problemas cardiovasculares e doenca renal
cronica, sendo tais alteragoes descartadas através da anamnese;

* Nao ter feito uso de agentes antiinflamatorios ou antibioticos nos trés meses prévios a
coleta;

* Profundidade de bolsa periodontal <4 mm para toda a denticao;

« Indice de placa e de sangramento gengival < 25% em toda a boca.
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3.3 Procedimentos clinicos

Apo0s a aplicagdo dos critérios de inclusao e exclusdao, os pacientes e seus responsaveis
legais assinaram os termos de assentimento € consentimento, respectivamente. (Apéndices A
e B)

Seguinte ao recrutamento dos pacientes, foi feito um exame periodontal com avaliagdo da
presenca de placa visivel, indice de sangramento gengival e medicdo da profundidade a
sondagem.!?!1%2 Estes procedimentos eram necessarios para descartar a presenca de doenca
periodontal, ja que tal condicdo pode apresentar alteracdes nos niveis de fosfatase
alcalina.!0%104

Apos a realizacao dos indices, os pacientes receberam terapia periodontal adequada e as
devidas instrugdes de higiene oral, pelo menos sete a dez dias antes da coleta da saliva. Na
instrugdo de higiene, os pacientes eram orientados a escovar os dentes trés vezes ao dia e fazer
uso diario do fio dental. Este prazo foi estabelecido no intuito de, em caso de inflamagao
gengival, os niveis dos marcadores inflamatoérios fossem restabelecidos a normalidade,
incluindo a fosfatase alcalina. No intervalo entre a terapia periodontal e a coleta, os pacientes
foram orientados a ndo ingerir medicamentos antiinflamatorios e/ou antibidticos, exceto em
caso de manifestacdo do sintoma de alguma doenga. Caso houvesse esta necessidade de

ingerir alguma medicacdo, o paciente era excluido da amostra.

3.4  Protocolo de aquisicao da saliva

No dia da coleta da saliva, os pacientes foram instruidos a ndo se alimentarem, ingerirem
agua e ndo deveriam escovar os dentes uma hora antes da coleta. Todos realizaram um
bochecho com agua gelada para remover quaisquer residuos alimentares trinta minutos antes
da coleta, feita entre as nove e onze da manha.'?>1%

Os participantes foram orientados a se manter em posi¢ao vertical na cadeira odontoldgica
e a dispensar a saliva, de forma passiva, em tubos plasticos graduados e estéreis, imersos em
gelo.'”” Nao houve estimulo quimico ou mecanico para a expectoragio salivar, nem contagem
de tempo maximo para se obter cinco mililitros de amostra.'%

Ap0s a coleta, cada paciente recebia um numero de identificagdo, 0 mesmo que era usado
para identificar as radiografias deste mesmo individuo. Este numero seguia a ordem

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

3.5 Processamento das amostras de saliva e analise dos niveis de fosfatase alcalina

Imediatamente apods a coleta, a saliva foi levada para a centrifugacdo no laboratoério
(Centrifuga NT 800, Novatecnica, Piracicaba, SP — Brasil). O processo de centrifugacio era
de 15 minutos, feitos em 6000 rotagdes por minuto (rpm) ou 3024 gramas. Os sobrenadantes
foram separados em volumes de dois mililitros e congelados em um freezer a -80°C até as
amostras serem processadas. A saliva clarificada foi armazenada sem dilui¢do ou inibidor de

protease, conforme solicitado pelo fabricante do kit de analise.

3.5.1 Determinacdo da concentracio da fosfatase alcalina 0ssea

Todas as amostras foram descongeladas antes do inicio do processo e diluidas na
proporg¢ao 1:4 (25 pL de saliva para 75 pL de PBS). Para a mensuraciao dos niveis 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 niveis da FAO foram medidos através de um ensaio de imunoabsor¢ao
enzimdtica (ELISA), cujo passo a passo estd no Anexo A. ApOs este processo, as amostras
foram lidas quanto a sua densidade Optica em um espectrofotometro de 450 nm (TP Reader,

ThermoPlate).

3.6 Obtencao 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 configuragdes (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 tiredide.
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3.6.2 Radiografia cefalométrica lateral

As radiografias foram feitas no periodo de 60 dias antes ou apds a coleta de saliva, de

forma a nao haver espago de tempo muito grande entre sua tomada ¢ a coleta.

3.6.3 Processamento radiografico e digitalizacdo dos exames

As radiografias do terceiro dedo foram reveladas de forma manual, ficando por 40
segundos no revelador, com posterior lavagem em agua e 60 segundos no fixador. Apds a
revelagdo, as radiografias eram lavadas com 4gua. As radiografias cefalométricas laterais
eram obtidas em aparelhos digitais de radiografias, com especial aten¢do a posi¢do da cabega
para ndo cortar as vértebras C2-C4.

Apbs o processamento, as imagens eram digitalizadas em um scanner fotografico HP
Photosmart 4890 (Hewlett-Packward - Palo Alto, Califérnia, EUA), com as configuragdes de
resolucdo em 300 dpi e 256 tons de cinza. Todo processo de digitalizagdo foi feito por um
mesmo profissional calibrado para tal tarefa.

Apos digitalizagdo, as imagens foram processadas no software Adobe Photoshop® (Adobe
Inc. - San José, California, EUA) para remocdao das informagdes dos pacientes, que
porventura estivessem impressas nas radiografias cefalométricas laterais. Todas as

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

3.7 Calibracao dos avaliadores

Dois operadores (MS e GP) avaliaram todas as radiografias de forma independente,
estando cegos as informagdes dos pacientes, como nome, sexo € idade. A operadora MS
avaliou treze radiografias (20% da amostra) de cada tipo, selecionadas de forma aleatoria.
Apoés quinze dias, estes mesmos exames foram reavaliados para testar a confiabilidade da
técnica. O avaliador GP ndo realizou a calibracdo antes de avaliar os exames por estar
previamente calibrado para as técnicas, como demonstrado em outros estudos.*!%-3-87:106

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

descrigdes correspondentes aos estagios de maturacao vertebral e dos dedos em maos. (figuras
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1 e 2). Apo6s as avaliagdes individuais, o avaliador GP conferiu os estagios atribuidos por MS,

para checar a acuracia.'”

3.8  Analise da radiografia do terceiro dedo

A avaliagdo da maturagcdo da falange média do terceiro dedo foi feita a partir de uma
radiografia periapical da regido. A analise utilizada foi a proposta por Perinetti e col.*®°,
dividida em trés grupos de maturagdo: pré-puberal (MPS1-MPS2), surto (MPS3) e pos-surto
(MPS4-MPS5).

A andlise consiste nos seguintes estagios (Figura 1):

* MPSI1: quando a epifise ¢ mais estreita que a metafise ou quando a epifise tem a
mesma largura da metafise, mas com ambas conicas e de bordas laterais arredondadas. Epifise
e metafise ndo estdo fusionadas.

* MPS2: a epifise ¢ pelo menos da mesma largura da metafise, com as laterais
aumentando de espessura e mostrando uma clara demarcag@o no angulo direito, com ou sem
degraus laterais no contorno superior. Em caso de assimetria entre os dois lados, o lado mais
maduro € usado para especificar o estagio.

*»  MPS3: a epifise ¢ da mesma largura ou mais larga que a metéafise, com as laterais
mostrando um capeamento inicial em relagdo a metafise. Em caso de assimetria entre os dois
lados, o lado mais maduro ¢ usado para definir o estagio. Epifise e metafise ndo estdo
fusionadas.

*  MPS4: a epifise comega a fusdo com a metafise, apesar de seu contorno ser claramente
reconhecivel. Ambos os lados da epifise formam um angulo obtuso com a borda distal e o
capeamento pode ser detectavel.

*  MPSS: epifise e diafise totalmente fusionadas.
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Figura 1 - Representacdo esquematica dos diferentes estagios de maturagdo Ossea da

falange média do terceiro dedo

MPS1 MPS2 MPS3 MPS4 MPS5

Fonte: Perinetti et al®

3.9 Analise da radiografia cefalométrica lateral

A andlise de Baccetti e col. consiste na avaliagdo e classificagdao dos diferentes estagios de
maturacgdo de trés vértebras cervicais (C2, C3 e C4), visualizadas na radiografia cefalométrica
lateral. Sd3o seis estagios de maturagdo, agrupados nos periodos pré-surto (CS1 e CS2), de
surto de crescimento puberal (CS3 e CS4) e pos-surto (CS5 e CS6). °

Os seis estagios sao definidos da seguinte forma (Figura 2):

* CS1: As bordas inferiores das trés vértebras sdo retas. Os corpos de C3 e C4 apresentam
formato trapezoidal (a borda superior do corpo vertebral estreita-se da regido posterior para a
anterior). O pico de crescimento mandibular acontecerd, em média, dois anos apos este
estagio.

* CS2: A borda inferior de C2 apresenta uma concavidade. Os corpos de C3 e C4 sdo
trapezoidais. O pico de crescimento mandibular acontecera um ano apoOs este estagio,
aproximadamente.

* CS3: As bordas inferiores de C2 e C3 apresentam-se concavas. Os corpos de C3 e C4
podem apresentar formato trapezoidal ou retangular. O pico de crescimento acontecera
durante o ano apos este estagio.

* CS4: Ha concavidades nas bordas inferiores de C2, C3 e C4. Os corpos de C3 e C4
apresentam forma de retangulo horizontal. O pico de crescimento mandibular ocorreu um ou
dois anos antes deste estagio.

* CS5: As bordas inferiores concavas de C2, C3 e C4 estao presentes. Os corpos de C3 ou
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C4 apresentam formato quadratico. Se ndo quadratico, o corpo de outra vértebra cervical
ainda se mantém na forma de retdngulo horizontal. O pico de crescimento terminou um ano
antes deste estagio, pelo menos.

* CS6: As concavidades nas bordas inferiores de C2, C3 ¢ C4 ainda estdo evidentes. Pelo
menos um dos corpos de C3 ou C4 apresentam formato retangular vertical. Se ndo neste

formato, o corpo da outra vértebra ¢ quadratico. O pico de crescimento terminou ha dois anos.

Figura 2 - Representagdo esquematica dos diferentes estagios de maturacdo Ossea da

1

maturacao das vértebras cervicais.

1

Cs1 Ccs2

Fonte: Baccetti e colaboradores.’
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4 ANALISE ESTATISTICA

4.1 Calculo amostral e erro de método

Um tamanho amostral de pelo menos 16 individuos para cada um dos trés grupos, de
acordo com a maturagdo esqueletal (pré, pico e pos-pico) foi determinado para detectar um
coeficiente de tamanho de efeito para os niveis da FAO de 1.0 entre qualquer um destes, com
o em 0.01 e um poder de 0.8. ''° Para a avaliagdo tantos dos estagios da MFM e MVC, o erro
de método foi calculado através dos coeficientes kappa ndo ponderado e ponderado e os
dados derivaram de uma amostra de 20 casos escolhidos aleatoriamente e expressos como

média (intervalo de 95% de confianga).!!?-113

4.2 Analise dos dados

O software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 20.0 (SPSS® Inc.,
Chicago, Illinois, USA) foi usado para a analise estatistica. Os testes para avaliar normalidade
dos dados e equidade das variancias foram os de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente.
Apo6s comprovada a normalidade da amostra, usou-se métodos paramétricos.

A significancia das diferencas entre a distribuicdo dos sexos e idade cronologica entre os
grupos de crescimento, de acordo com cada indicador do crescimento, foi testada por analise
qui-quadrada e analise unidirecional de variancia (do inglés, one-way analysis of variance ou
ANOVA). O teste ANOVA foi usado também para avaliar a significdncia entre os diferentes
niveis de FAO e a concentracdo entre os grupos de crescimento. Uma analise adicional foi
feita através do agrupamento dos individuos em diferentes estdgios de MFM e MVC, com
teste qui-quadrado e ANOVA, avaliando a significancia entre as diferencas nos parametros

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

Para a analise de concordancia intra-observador de MS foi utilizado o coeficiente kappa
de Cohen.'!'! Quanto a avalia¢io 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 concordancias intra-examinador substantiva e quase perfeita, respectivamente.

Para avaliacao dos estagios MFM, os valores de kappa ponderado e nao-ponderado foram
respectivamente de 0,923 (0,818-1) e 0,868 (0.697-1). Para os estagios de MVC, os valores de
kappa ponderado e ndo-ponderados foram de 0,864 (0,750-0,997) e 0,693 (0,469-0,917),
respectivamente.! 12114

A distribuicdo dos sexos e idades nos estagios de crescimento, de acordo tanto com o
MFM e MVC, estdo apresentados na tabela 1. Enquanto a distribuicdo dos sexos se mostrou
similar entre os grupos comparados, a idade cronologica mostrou uma diferenca
estatisticamente significativa entre os trés grupos (p<0.001). Nao foi encontrada diferenca
entre a distribuicdo dos sexos entre os individuos, quando agrupados em diferentes estagios de
MFM e MVC.

Os niveis de FAO (em densidade optica) e a concentragdo encontrada entre os grupos estao
relatadas na Tabela 2. A densidade Optica dos niveis de FAO, expressa em AU*E3, variaram
de 66.7 £25.7 a 87.5 £37.7 (grupos pos-puberal e puberal, respectivamente) para o método de
MFM e de 74.1 £32.1 a 80.6 £29.7 (grupos pos-puberal e pré-puberal, respectivamente) para
o método de MVC. A concentragdo de FAO (em ng/l) variou de 498.6 £8.8 a 506.3 +13.7
(grupos pos-puberal e puberal, respectivamente) para o método de MFM e de 501.3 £11.4 a
503.6 +11.9 (grupos poOs-puberal e puberal, respectivamente) para o método MVC. Nao foi
encontrada diferenga estatisticamente significativa entre os grupos, independentemente do
indicador de crescimento (p>0.77, pelo menos).

Os niveis de FAO e a concentracao, de acordo com os métodos MFM ¢ MVC estao
apresentados na tabela 3. Valores semelhantes, sem diferenca significativa, foram observados
para os niveis de FAO e concentra¢do usando os estagios de MFM. Nao foi encontrada
diferenga também quando os individuos foram agrupados nos diferentes grupos determinados

pelo método MVC, apesar de uma discreta tendéncia de escores reduzidos no estagio 6.
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Tabela 1 - Distribuicdo demografica para cada grupo de crescimento puberal de acordo com
os indicadores de crescimento

Indicador do cresciment Grupos
cador do crescimento
Variaveis | Pré-puberal | Puberal | Pés-puberal P
i Sexo (F/M) 7/9 6/15 16/12 0.137,
Método MFM
crodo Idade (anos) | 104+1.9 | 133+1.8| 154+13 |0.000;
, Sexo (F/M) 12/14 9/13 8/9 0.910;
Método MVC
Idade (anos) | 10.4+1.9 |13.4+1.7| 152=*1.4 | 0.000;

Legenda: A idade ¢ apresentada como média + desvio padrdo. F (sexo feminino), M (sexo masculino); Sig
(significancia da diferenca); NS (ndo-significante) e S (significante)

Fonte: A autora, 2019

Tabela 2 - Niveis de FAO (em densidade optica — AU*E3) e concentragdo para cada um dos

grupos
G
Indicador de rupos
puberal puberal

N 16 21 28
] Niveis da FAO 77.4 87.5 66.7 0.822-
Metodo MFM (AU*E3) +25.3 +37.7 257 | 00
Concentragao da FAO 502.3 506.3 498.6 0.811:
(ng/1) +8.9 +13.7 +8.8 Y

N 26 22 17
] Niveis da FAO 80.6 80.4 74.1 0.772:
Método MVC (AU*E3) 1297 +33.6 +32.1 e
Concentragdo da FAO 503.5 503.6 501.3 0.783-
(ng/1) +10.9 +11.9 +11.4 S

Legenda: Dados da FAO estdo apresentados como dados + desvio padrdo. N (numero de pacientes); p
(significancia da diferenca); NS (ndo-significante) e S (significante)

Fonte: A autora, 2019
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Tabela 3 - Densidade Optica (obtida a partir da leitura no espectrofotometro) de acordo
com os indicadores do crescimento (MFM e MVC)

Densidade optica Densidade dptica
130 T30
100 1000
80 M 0 ‘—k’%
&0 B0
40 a0
20 20
0 2 4
1 2 E] 1 5 1 2 3 L] 5 B
Estagios MYC Estiagios MY

Legenda: Dados estdo apresentados como média + erro padrdo. Ndo foram encontradas diferengas estatisticas
significativas entres os estagios MFM e MVC.
Fonte: A autora, 2019.

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

(MEM e MVC)
Concentragio da FAO Concentragis da FAOQ
53] w20
510 - (i
o M A < W—N
450 aan
4B 4R0
1 2 3 a 5 | -] 3 4 5 G
Estagios MFM Estsigios MEFM

Legenda: Dados estdo apresentados como média + erro padrio. Nao foram encontradas diferencas estatisticas
significativas entres os estagios MFM e MVC.
Fonte: A autora, 2019.
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6 DISCUSSAO

Dentre os métodos de analise de crescimento, hd destaque para as analises radiograficas,
pela sua facilidade de obtengao, e por serem métodos consagrados na especialidade, ainda que
exijam que os paciente se submetam a radiagao.

Apesar do uso disseminado das radiografias para detec¢do da fase de crescimento, a
comparagao de diferentes técnicas radiograficas entre si ou mesmo com diferentes indicadores
de crescimento, trazem resultados heterogéneos da confiabilidade destes exames.

Na metodologia deste trabalho, foram avaliados trés métodos de detec¢do da fase de
crescimento: radiografias cefalométrica lateral e do terceiro dedo da mao, além dos niveis dos
da fosfatase alcalina 6ssea, um biomarcador do metabolismo 6sseo, obtida na saliva.

As radiografias cefalométricas laterais permitem o acompanhamento longitudinal do
crescimento mandibular, através de medidas angulares e lineares. Entretanto, a comparagao
dos incrementos de crescimento Osseo ¢ feita em radiografias seriadas, ou seja, ha a
necessidade de se comparar medidas cefalométricas em diversos exames, para determinar o
surto puberal.*¢?

Em contrapartida, a avaliacdo da maturagdo das vértebras cervicais oferece a possibilidade
de detectar em apenas um exame se 0 paciente se encontra no surto puberal. Isto € possivel
pela existéncia de um padrdo de maturacdo, construido através de observagdes longitudinais
de diversos autores, #4615

No presente trabalho, a decisdo pelo uso desta técnica foi motivada por este ser um exame
de uso cotidiano na clinica ortodontica. Além de tal fato, a classificagdo da maturagao
apresenta relativa simplicidade e confiabilidade, ainda que haja alguma controvérsia em
relagdo a sua reprodutibilidade. 4°->1-117-121

Uma forma de contornar a questdo da reprodutibilidade da avaliagdo da MVC ¢ o
treinamento do profissional com a técnica.!'® Neste estudo, dois avaliadores (MS e GP) foram
responsaveis pela avaliacdo visual das radiografias laterais dos pacientes, sendo um destes um
avaliador experiente (GP), que conferiu os resultados da primeira avaliadora.

No teste de concordancia intra-examinador, a avaliadora MS analisou 13 radiografias de
cada tipo, selecionadas de forma aleatéria. A avaliagdo dos mesmos exames foi repetida apos
15 dias, sendo possivel 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
10,48,50,60,109,121

métodos.

A concordancia das classificacdes de MVC feitas por ambos os avaliadores, através dos
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coeficientes kappa ponderado e ndo-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 ndo-ponderado, de acordo com a defini¢do de Cohen.'!" Estes resultados
sao semelhantes aos encontrados em outros estudos, o que corrobora a reprodutibilidade do

método de avaliagdo visual. 47116122

Entretanto, outros estudos encontraram baixa reprodutibilidade inter-observador. 4%!17:120
No trabalho de Gabriel e col, os autores apontaram uma reprodutibilidade baixa entre os
avaliadores, o que ndo indicaria 0 método de MVC como tnica técnica de avaliagdo das fases
de crescimento.*” Contudo, esta conclusdo pode ser questionada, uma vez que os valores de
kappa encontrados podem ser considerados moderados pelos valores estabelecidos por
Kendall.'”®> J4 o trabalho de Nestman usou a mesma amostra e avaliadores do trabalho de
Gabriel, com o intuito de realizar uma analise mais detalhada.*>'?° Neste estudo, concluiu-se
que apenas a avaliagdo visual das vértebras ndo seria satisfatoria para determinar a fase de
crescimento, pois em parte da amostra ndo foi possivel determinar o estdgio de MVC. Uma
justificativa para a dificuldade de se estabelecer os estagios a partir dos questiondrios pode ser
o fato de que a transi¢do de uma fase de maturacdo para a outra ndo ocorre imediatamente.
Portanto, haveria fases de transi¢do, nas quais a classificagdo pode ser mais dificil, assim
como a concordancia entre avaliadores mais inconsistente.

Corroborando os achados de Nestman, o trabalho de Zhao e colaboradores propds
complementar a avaliacdo da fase de crescimento com as radiografias periapicais do terceiro
dedo e os niveis da fosfatase 6ssea na saliva.>

O método de avaliacdo através da maturagdao da falange média ¢ um desmembramento da
radiografia de mao e punho, com a vantagem de apresentar dose de radiacdo reduzida e
facilidade de obtencdo do exame. Isto € possivel pelo uso de radiografias nimero 2 (usadas
para tomadas periapicais), processadas de modo convencional, e aparelho de radiografia
dental, comumente presente em consultorios e clinicas odontologicas.” Além disto, o guia de
solicitagao e uso das radiografias odontoldgicas publicada no ano de 2016 pela Sociedade
Britanica de Ortodontia ndo aconselha a solicitagdo das radiografias de mao e punho para a
detecgdo da fase de crescimento, por ser um exame adicional na documentagdo ortodontica de
pacientes jovens. A justificativa ¢ que tal detec¢do poderia ser feita através das radiografias
cefalométricas laterais, ainda que a técnica de MVC apresente suas limitacdes.

Neste estudo, a obtencdo das radiografias foi feita de acordo com a descri¢do de pesquisas
anteriores, estando o paciente sentado, com o dedo médio da mao direita posicionado ao

centro do filme radiografico.!%!%*
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A literatura relacionada a confiabilidade da MFM em relagdo a outros métodos avaliagao
do crescimento ¢ pouco extensa. A maioria dos estudos compara a MFM do terceiro dedo
apenas com os estagios de crescimento encontrados na analise de MVC, apresentando boa
correlagdo entre as fases estabelecidas por ambos os exames.'%!1:121:125-127

Ao se avaliar a concordancia inter-observadores para o método MFM, os coeficientes
kappa ponderado e ndo ponderado encontrados neste estudo, apresentaram valores de 0,923
(0,818-1) e 0,868 (0,697-1), respectivamente. Tais valores indicam excelente concordancia na
avaliagdo, corroborando os estudos publicados anteriormente.!l:!17-118

Segundo o principio ALARA (sigla do inglés, As Low As Reasonable Achievable), a dose
de radiacdo oferecida em um exame radiografico deve ser a menor possivel para se obter uma
imagem que auxilie no diagndstico de uma condigio especifica.!?® Entretanto, especialmente
em pacientes criancas e jovens, comumente hd a necessidade de se repetir o exame
radiografico, por estes terem se movimentado na hora da tomada. Um fator agravante da
repetigdo ¢ que nestes pacientes, a sensibilidade ao cancer induzido por radiagdo ¢
aproximadamente dez vezes maior quando comparados a adultos de meia-idade, e até trés
vezes maior que a sensibilidade da populagio no geral.'” Ainda deve-se levar em
consideragdo que estes pacientes possivelmente podem ser submetidos a outras radiografias
na vida adulta, aumentando a dose de radiagdo acumulada ao longo da vida.

A busca pela reducao das exposi¢des radiograficas na avaliagdo do crescimento gerou um
maior interesse em métodos nao-radiograficos para esse fim. A Medicina utiliza diferentes
técnicas com tal intuito, como medi¢des de maturacdo sexual, padrdes de velocidade de
crescimento e peso, além de biomarcadores do crescimento 6sseo explorados, principalmente,
no sérum sanguineo.>%7>81:130.131

A Odontologia usa a quantificacdo destes marcadores para avaliar o remodelamento dsseo
localizado, com destaque para a Periodontia, que trabalha com as enzimas relacionadas as
doencas dos tecidos periodontais. A Ortodontia faz uso destes marcadores, principalmente,
para avaliar o remodelamento induzido pela movimentacao ortodontica. Todavia, apenas em
2015 surgiu o primeiro trabalho avaliando sua correlagdo com o crescimento 0sseo em
pacientes jovens.!* A Ortodontia, entretanto, ndo se ateve as mensuragdes feitas no sérum
sanguineo, havendo proposi¢des de se quantificar tais enzimas também no fluido gengival e
saliva.l 1,75,132
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 consultorios

e clinicas privadas parece uma possibilidade promissora para a avaliacdo do crescimento. Por
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este fato, o presente estudo decidiu investigar os niveis de um biomarcador do crescimento
0sseo neste fluido oral.

Os primeiros estudos na area da Ortodontia foram feitos com analise do fluido gengival,
para determinar a atividade enzimatica da fosfatase alcalina.**° A escolha desta enzima pode
ser justificada por esta estar relacionada a mineralizagdo Ossea e, em estudos prévios, seus
niveis terem apresentado variagdo de acordo com as fases do crescimento, com maiores
concentragcdes desta enzima encontradas na fase correspondente ao surto de crescimento
puberal 818384131

Os critérios de inclusdo dos pacientes nestes estudos foram os mesmos adotados pelo
presente trabalho.**° A exclusio dos pacientes que fizeram uso de antibidticos previamente a
coleta foi pelo fato de o metabolismo destes medicamentos alterar os niveis da fosfatase
alcalina.!**13* Os pacientes foram avaliados também quanto a condi¢do periodontal, visto que
a presenca de inflamagdo gengival ou mesmo presenca de doenca periodontal alteram os
valores de tal enzima.!%%133

Apesar dos mesmos critérios de inclusdo e metodologia semelhante, o presente trabalho
alterou alguns pontos da metodologia. Por exemplo, a saliva foi usada, no lugar do FGC, para
mensurar os niveis da enzima, com intuito de simplificar a fase de coleta da amostra. A coleta
de fluido gengival exige treinamento e material especificos, necessitando do Periopaper®,
uma fita absorvente, assim como controle critico da exsudacio de sangue pelo sulco.'®

Outra divergéncia entre os trabalhos foi que este estudo avaliou os niveis da fosfatase
alcalina Ossea e nao a atividade enzimatica. A diferenca entre ambos ¢ que a quantifica¢do da
atividade enzimatica ndo ¢ especifica para a isoforma dssea da enzima, o que pode gerar um
fator de confusdo quanto ao que realmente esta se mensurando. Entretanto, o uso da atividade
enzimdtica pode ser baseado na premissa que, em pacientes jovens saudaveis, os niveis da
fosfatase alcalina 0ssea é maior que os de suas outras isoformas.??

A quantificag¢do da isoforma 6ssea ¢ possivel através do teste de imunoabsor¢ao enzimatica
ou ELISA, passivel de ser feito tanto em sérum sanguineo quanto em saliva. *83131132 Neste,
a enzima torna-se o antigeno, que se liga ao anticorpo especifico para esta isoforma. Apds a
ligagdo antigeno-anticorpo, as amostras sdo avaliadas através da espectrofotometria para gerar
os resultados de densidade Optica, que posteriormente serdo convertidos em valores de
concentracdo enzimatica.

Assim como no presente estudo, as pesquisas que utilizaram FGC, avaliaram se ha
diferenga entre a atividade da fosfatase alcalina em diferentes estagios de maturacao,

determinadas através do método de MVC. Os pacientes foram divididos em trés estagios: pré-
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surto, surto e poés-surto de crescimento puberal. Entretanto, os resultados foram divergentes.
Os estudos de Perinetti e colaboradores encontraram niveis aumentados da atividade
enzimatica na fase de surto de crescimento, quando comparados as fases pré e pos-surto.**° O
presente trabalho ndo encontrou diferenca estatisticamente significativa entre os niveis da
fosfatase alcalina 6ssea quando comparados os estagios de crescimento, determinados pelos
métodos MFM e MVC.

Uma possivel justificativa para esta diferenca de resultados entre os estudos supracitados
seria que o fluido gengival pode ser uma fonte de biomarcadores que detecte melhor o
metabolismo 6sseo local, por isso a expressao enzimatica seria maior neste fluido oral. Outra
justificativa poderia ser a dificuldade de difusdo da enzima, oriunda do sangue ou mesmo dos
ossos, para a saliva.'’” Contudo, ndo ha relato na literatura de como ¢é a passagem desta
enzima especificamente.

Além disso, a saliva ainda pode sofrer o chamado “efeito da matriz”, onde ha interferéncia
de outros fatores na expressio da enzima.'® Uma destas interferéncias poderia vir da
alteragdo do pH da saliva, provocada pelo estimulo salivar. Como no presente estudo, o fluxo
salivar ndo foi estimulado e os pacientes ndo fizeram uso de medicamentos/drogas ilicitas ou
apresentavam qualquer doenca no momento da coleta, a possibilidade de interferéncia do pH
foi descartada. Nao hé na literatura, porém, estudos que avaliem os efeitos da matriz nas
concentragdes da fosfatase alcalina na saliva.

Outro fator que poderia alterar os valores de concentracdo salivar seria a degradagdo
enzimdtica 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 analise.!%

Considerando os estudos que mensuraram os niveis da fosfatase alcalina dssea e a
atividade enzimatica, 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 correlagdo da atividade da FAL na saliva com um indicador radiografico
do crescimento, através do método de MFM. Neste trabalho, foi encontrado um expressivo
aumento da atividade da enzima em relagdo no estdgio referido como o de pico de
crescimento puberal.'?

O trabalho de Wijaya comparou a quantidade de proteinas e os niveis de FAO na saliva em

1.1 Os critérios de inclusdo e metodologia de

relagdo aos estagios de maturacdo vertebra
analise das amostras foram semelhantes ao do presente estudo, exceto pelo kit de analise

utilizado. No estudo referido, foi usado um kit ndo-especifico para FAO, que declara nao ter
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reatividade cruzada com outras isoformas. Assim como o presente estudo, ndo foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa da correlagdo dos estagios de maturagdo com os niveis
salivares da FAO.

No estudo de Alhazmi foi avaliada a capacidade da atividade enzimatica, concentragao
proteica e idade cronologica na predi¢do da fase do crescimento determinada pelo método de
MVC.!? Como resultado, encontrou-se o pico da atividade enzimdtica na fase pré-puberal. A
concentracdo proteica foi mais expressiva nos estagios CVMS 3 e 5, que correspondem
respectivamente ao pico e final de crescimento puberal. Considerando os fatores avaliados, a
combinagdo da idade cronologica com a concentragdo mostrou a melhor capacidade em
predizer o estagio de maturagdo vertebral dos pacientes.

Se considerado que houve apenas diferenca significativa da atividade enzimatica em dois
estagios maturacionais, este resultado contrasta em parte com o do presente estudo.
Entretanto, a comparagdo das metodologias traz diferengas 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.'? Tal intervalo
pode ter ou ndo alterado a fase de maturacdo ou levado a um estagio transicional entre as
fases, que ndo seria compativel com o exame usado na avaliagdo. Outro fator ndo mencionado
no artigo, mas que poderia ser um fator de confusdo, ¢ que alguns pacientes da amostra ja
haviam iniciado o tratamento ortodontico, que altera os niveis da FAL, para menos ou mais
durante a movimentagdo ortodontica. *%!13°

O presente estudo captou 65 pacientes em busca de tratamento ortodontico na Faculdade
de Odontologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, com o intuito de quantificar os
niveis da FAO na saliva e comparar se ha diferenca nestes niveis entre os estagios de
maturacdo do crescimento, avaliados em dois tipos de radiografia. Os dois métodos
radiograficos utilizados foram os de avaliacdo da MVC e da MFM, com uma técnica menos
difundida, porém, acessivel ao alcance do clinico, pela facilidade de obtencao do exame e de
interpretacdo das imagens. Além destes, o trabalho propds o uso de um método enzimatico: a
medi¢do de um biomarcador do metabolismo 0sseo, a fosfatase alcalina, aqui avaliada em sua
isoforma Ossea.

A proposta de se avaliar os niveis da fosfatase alcalina 6ssea veio da possibilidade de, caso
esta mostrasse uma variacao, comparavel aos exames radiograficos, poderia ser um método de
avaliacdo ndo-invasivo, de coleta simples e barata. Entretanto, ndo foi detectada diferenca

estatistica significativa entre os diferentes estagios de maturagdao Ossea, determinados pelas
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radiografias cefalométrica lateral e do terceiro dedo. Este resultado ¢ comparavel ao estudo de
Wijaya e parcialmente ao estudo de Alhazmi, mesmo com diferengas metodoldgicas entre os
trabalhos.!%!4

A partir destas comparagdes, pode-se inferir que os niveis da fosfatase alcalina 6ssea na
saliva ndo diferem com os estdgios maturacionais. A quantificacdo dos niveis desta enzima ou
mesmo sua atividade parece ndo ser confidvel na saliva, diferentemente do que acontece no
sangue ou no fluido gengival. Mais estudos devem ser realizados nesta area, com o intuito de
verificar os resultados obtidos, ou mesmo avaliar os niveis de outra enzima do metabolismo
0sseos, como a osteocalcina.

Como limitagdes do estudo, tem-se a necessidade de excluir da amostra os pacientes que
fazem uso constante de medicagdo ou mesmo o fizeram em um periodo proximo a coleta.
Estes pacientes foram orientados a ndo ingerir medicamentos no periodo entre a avaliacdo
periodontal e a coleta.

Outra limitagdo foi o uso da saliva como fonte de deteccdo da FAO, e ndo o sangue ou
FGC. A saliva apresenta o pouco explorado na literatura “efeito da matriz”, onde outras
substancias nele presentes interferem na expressdo enzimatica. Tal efeito pode reduzir os
niveis detectaveis da enzima ou de fato este fluido pode ndo apresentar concentragdes
variaveis da FAO em paciente saudaveis, sendo diferencas observadas apenas em pacientes
com quadro de doenca periodontal. Todavia, a coleta sanguinea, apesar de método mais
acurado para esta avaliagdo enzimadtica, ¢ uma técnica mais invasiva, com questdo ética

consideravel e com menor adesdo por parte dos pacientes e responsaveis.



49

CONCLUSAO

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

Nao ha diferenga significativa entre os niveis da fosfatase alcalina 6ssea mensurada na
saliva em relagdo aos estagios de crescimento determinados pelos métodos MVC e MFM;

Portanto, os niveis da fosfatase alcalina O6ssea na saliva ndo sdo correlacionaveis aos
estagios maturacionais, nao sendo capaz de diferencia-los e ser usada como indicador
confidvel das fases de crescimento 0sseo. Neste cendrio, o uso das radiografias cefalométrica
lateral e do terceiro dedo ndo aparecem como dispensdveis na deteccdo da fase de
crescimento. Estas radiografias apresentam as vantagens de serem exames ja solicitados na
documentacao ortodontica (radiografia cefalométrica lateral) e de facil obtengdo para o clinico
(radiografia do terceiro dedo), permitindo um acompanhamento longitudinal do crescimento,
com menor dose de radiagdo. Além disso, as técnicas de avaliagdo radiograficas mostraram-se

reprodutiveis, o que facilita a classificacdo dos exames por ortodontistas.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

§5\ % a

E %—1 UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
‘%‘ UERJ CENTRO BIOMEDICO
% trng P FACULDADE DE ODONTOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado responsavel/representante legal,

Este estudo denomina-se “Determinacao da fase de crescimento em pacientes jovens através
dos niveis da fosfatase alcalina 6ssea na saliva e das analises radiograficas.”. Seu objetivo ¢ avaliar um
método de predicao da fase de crescimento através da medicdo de uma substincia na saliva (fosfatase
alcalina) e compara-lo a dois métodos radiograficos, de grande utilizacdo na Ortodontia. O
procedimento de coleta sera feito através da dispensa de saliva em tubos estéreis e descartaveis, sendo
indolor e nao invasivo. No mesmo dia da coleta, sera feita uma radiografia do terceiro dedo do
paciente, sem custo ou prejuizo a este. Sera solicitada também uma radiografia cefalométrica lateral,
exame padrao para o inicio de qualquer tratamento ortoddntico. A participagdo € voluntaria e nao trara
maleficio ao paciente, assim como ndo havera custo adicional ao responsavel. Como beneficios na
participacdo do estudo, tem-se a terapia periodontal, instrucdo de higiene oral e possibilidade de
corre¢ao da ma-oclusdo dentaria.

Em qualquer etapa do estudo, os responsaveis e pacientes participantes poderdo acessar o
profissional responsavel para informagao adicional pelo telefone (21) 2868-8288 e (21) 99587-8046.
A liberdade do responsavel e/ou participante em recusar o experimento ou retirar seu consentimento,
em qualquer fase da pesquisa, ndo trara penalizagdo alguma. Para maiores esclarecimentos quanto as
questdes éticas da pesquisa entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto/UERJ. Av. Vinte e Oito de Setembro, 77 Térreo - Vila Isabel - Cep
20551-030. TEL: 21 2868-8253 — E-mail: cep-hupe@uer;j.br.

Os dados coletados serdo mantidos em sigilo, sendo acessados apenas pelos responsaveis pela
pesquisa. A saliva serd processada, armazenada e avaliada na UERJ, sendo descartada ao final da
pesquisa. Os dados gerados neste trabalho sdo confidenciais e so serdo utilizados com fins cientificos,
como a publicagdo de artigos, conferéncias, painéis ou temas-livres.

CONSENTIMENTO
Eu, li e concordo com a participagio do
menor na pesquisa.
, Data:  / /
Assinatura do(a) responséavel /representante legal
Eu, obtive de forma apropriada e voluntaria o

Consentimento Livre e Esclarecido do (a) responsavel /representante legal pelo (a) menor participante
da pesquisa.

Data: [/

Assinatura do(a) pesquisador(a)
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APENDICE B - Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

§5\ é& a

E %—1 UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
E UERJ CENTRO BIOMEDICO
"% &, P FACULDADE DE ODONTOLOGIA
L]

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Determinagdo da fase de crescimento
em pacientes jovens através dos niveis da fosfatase alcalina Ossea na saliva e das analises
radiograficas.”. Queremos saber em que fase do crescimento vocé esta e para isso, usaremos dois tipos
de radiografia, que j& seriam feitas para vocé comecar seu tratamento ortodontico e a medicdo da
quantidade de uma substancia especifica (fosfatase alcalina) da saliva. Todos temos essa substancia na
saliva, mas seus niveis variam durante a fase de crescimento. Estes exames serdo comparados, para
saber se determinam a mesma fase do crescimento.

As pessoas que irdo participar desta pesquisa tém de 7 a 18 anos de idade. A pesquisa sera
feita no(a) departamento de Ortodontia da UERJ. Durante a pesquisa, faremos um exame da sua
gengiva, limpeza dentaria e instru¢do de higiene oral. Depois, marcaremos uma consulta pela manha,
onde vocé dispensara sua saliva em tubos estéreis e descartaveis e fara as radiografias necessarias.
Para isso, serd usado o material odontoldgico adequado. Caso aconteca algo errado, vocé pode
procurar a pesquisadora Mariana Sobral pelo telefone (21) 2868-8288 ou (21) 99587-8046.

Vocé ndo precisa participar desta pesquisa se ndo quiser. Ninguém ficard irritado(a) ou
chateado(a) com vocé se vocé disser “ndo”: a escolha é sua. Vocé pode pensar nisto e falar depois se
vocé quiser. Vocé pode dizer “sim” agora e mudar de ideia depois e tudo continuard bem. E importante
que vocé converse com seus responsaveis sobre a sua decisdo. Saiba o que eles acham, fale a eles o
que pretende fazer, se quer ou ndo participar. Vocé€ tem o tempo que precisar para isso. Também pode
discutir com o(a) pesquisador(a), quando quiser. Ele(a) respondera todas as suas duvidas, em qualquer
momento.

Vocé nao receberd nenhum dinheiro nem tera que pagar nada para participar da pesquisa.
Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa, ndo falaremos a outras pessoas, nem daremos
a estranhos as informagdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa vao ser publicados, mas sem
identificar as pessoas que participaram da pesquisa.

ASSENTIMENTO

Eu li este termo e aceito participar
da pesquisa.

_ o Data:  / /
Assinatura do(a) participante
Eu, obtive de forma apropriada e voluntaria o
Assentimento Livre e Esclarecido do participante da pesquisa.

_ _ Data:  / /
Assinatura do(a) pesquisador(a).
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ANEXO A — Manual do kit de analise

“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 (100x) with 990 mL of
deionized or distilled water to prepare 1000 mL of Wash Solution (1x). 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 1x 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)

2)

3)

4)

5)

Secure the desired numbers of coated wells in the holder then add 50 pL 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 pL of
PBS (pH 7.0-7.2) in the blank control well. Cover and incubate the plate overnight at
4°C.

Wash the microtiter on the next day.

Dispense 5 uL of Balance Solution into 50 pL 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.)

Add 100 pL 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.

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

6)

uL/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.

Add 50 pL Substrate A and 50 pL 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 pL 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.
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