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1. Resumo

Introdugdo: A saliva é constituida por biomoléculas de fontes sistémicas distintas,
ponderando-se que a sua composicido, sobretudo no que se refere a saliva ndo estimulada
(SNE), possa refletir a homeostase corporal. Tem-se revelado uma fonte de informacéao
clinica no ambito de doengas sistémicas e orais, sendo a sua colheita simples, segura e nao
invasiva comparativamente a outros biofluidos. Apesar da reconhecida utilidade diagnéstica

em criangas, por vezes a sua colheita constitui um procedimento desafiante.

Objetivos: O presente estudo piloto objetivou ilustrar diferentes métodos de colheita de
SNE em criangas, sublinhando as potenciais vantagens e desvantagens da sua aplicagao
clinica e analisando comparativamente o volume e pH salivares obtidos pelos métodos

empregues. Paralelamente, conduziu-se uma revisao da literatura acerca da tematica.

Materiais e métodos: Colheram-se 19 amostras de SNE em criancas de 4 anos através
dos métodos: salivagdo passiva (SP), colheita com tubo coletor Saliva Collection Aid® (SCA)
(Salimetrics, State College, PA, USA), com dispositivos absorventes Salivette® (SV)
(Sarstedt, Newton, NC) e SalivaBio’s Children’s Swab® (SCS) (Salimetrics, State College,
PA, USA), cumprindo os requisitos técnicos e éticos. Procedeu-se a medigao do volume de
cada amostra e a determinagao do pH foi realizada com o kit Saliva-Check Buffer (GC
America, Inc., Alsip, Il). Efetuou-se uma pesquisa na PubMed/MEDLINE e EBSCOhost,
limitada aos ultimos 10 anos, combinando os termos "saliva", "collection methods",

"children", "oral fluid", "stimulated" e "oral health".

Resultados: A SP permitiu a colheita de um volume superior de saliva, embora nem todos
os participantes tenham colaborado. O SCS permitiu colher amostras de volume superior as
obtidas com o SV, sendo que, na generalidade, os dispositivos absorventes proporcionaram
algumas vantagens relativamente a colaboragdo das criangas. Os valores de pH
determinados foram idénticos, com ligeira tendéncia mais acidica para as amostras colhidas
com o SV. Na revisao bibliografica obtiveram-se 31 referéncias, selecionando-se 19, as

quais se adicionaram 8 referéncias cruzadas.

Conclusdes: Apesar de multiplas linhas de investigacdo atuais explorarem as
potencialidades da SNE na monitorizagdo de patologias, s&o escassos o0s estudos
comparativos de métodos de colheita, sendo desejaveis estudos que, de forma inequivoca,
permitam uma opg¢ao metodoldgica valida, fiavel e reprodutivel. Dos dispositivos disponiveis,

embora os “absorventes” paregcam proporcionar algumas vantagens, permanece ainda por
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aferir a sua adequacgéao as tecnologias analiticas emergentes.

Palavras-chave: "saliva", "métodos de colheita", "criangas", "saliva ndo estimulada"
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Abstract

Introduction: Saliva is composed by a variety of biomolecules from distinct systemic
sources and, thus, its composition, particularly in terms of non-stimulated saliva (NSS), has
been described as the mirror of the body homeostasis. Saliva has proven to be a relevant
source of clinical data regarding systemic and oral diseases, due to its simple, safe and non-
invasive collection compared to other biofluids. Despite its recognized diagnostic

potentialities in children, saliva collection can often be a challenging procedure.

Objectives: This pilot study aimed to illustrate different NSS collection methods in children,
highlighting the potential advantages and disadvantages of its clinical application. Salivary
parameters, namely pH and samples volume, were also determined. Additionally, the present

study aimed to provide a narrative literature review on the subject.

Methods: 19 samples of NSS were collected from 4 year old children through the following
methods: passive drooling (PD), Saliva Collection Aid® (SCA) collector vial (Salimetrics,
State College, PA, USA), absorbing devices Salivette® (SV) (Sarstedt, Newton, NC) and
SalivaBio's Children's Swab® (SCS) (Salimetrics, State College, PA, USA). Preconized
ethical and methodological features were strictly followed. The volume of each salivary
sample was determined and pH evaluation was performed using the Saliva-Check Buffer kit
(GC America, Inc., Alsip, Il). The literature search was done in PubMed/MEDLINE and
EBSCOhost, limited to studies published in the last 10 years using combinations of the terms

"saliva", "collection methods", "children", "oral fluid", "stimulated" and "oral health".

Results: PD allowed the collection of the highest saliva volume, though not all participants
were able to cooperate through this method. A greater volume of saliva was collected using
SCS comparatively to SV and, in general, the absorbing devices provided advantages in
children’s collaboration. The pH values of the majority of the samples were similar, with a
slightly more acidic tendency for the samples collected using SV. The literature review
yielded 31 references, of which 19 were selected and 8 publications were added through a

cross-reference process.

Conclusions: Although current research lines have explored salivary potentialities
concerning diseases monitoring, there are scarce NSS collection methods comparative
studies. Therefore, the importance of developing additional studies which unequivocally
establish proper, reliable and reproducible methodological options has been recognized.

Absorbing saliva devices apparently provide benefits concerning children collaboration,



Métodos de colheita salivar ndo estimulada em criangas - estudo piloto

although it is currently unknown whether they are suitable for saliva collection for emerging

analytical technologies.

Keywords: "saliva", "collection methods", "children", "non-stimulated saliva"



Métodos de colheita salivar ndo estimulada em criangas - estudo piloto

2. Introducgao

A saliva constitui uma secrecdo seromucosa exocrina resultante de uma mistura
complexa de fluidos de origem diversa. A saliva total encontrada na cavidade oral é
composta pelo produto de secre¢cdo das glandulas salivares major e minor, bem como por
secregcdes mucosas da cavidade nasal e da orofaringe, fluido crevicular, residuos

alimentares, bactérias, fungos, virus, células epiteliais e derivados do plasma sanguineo (1-8),

As glandulas salivares major, assim designadas dada a sua dimensao, incluem as
parotidas, as submandibulares e as sublinguais, contribuindo para 90% do volume salivar
secretado ®* 57 Por sua vez, as glandulas salivares minor sdo responsaveis pela secregao
dos restantes 10% e encontram-se distribuidas sobretudo pelo labio inferior, mucosa jugal,
lingua, palato e regido faringea. Ainda que ndo desempenhem um papel particularmente
relevante no que diz respeito ao seu contributo para o volume salivar total, estas glandulas
sdo determinantes nas fungdes de lubrificagéo e de protecdo dos tecidos orais %%,

A saliva é, reconhecidamente, um biofluido valioso na manutencgéo da integridade da
cavidade oral, possuindo um caracter multifuncional decorrente das suas caracteristicas
fluidas e dos componentes especificos que a compdéem. Genericamente, de entre essas
funcdes podem destacar-se a lubrificacdo e protecao dos tecidos orais moles e duros,
capacidade tampao, modulacdo do pH oral e acdo depurativa, participacdo nos processos
de desmineralizagao-remineralizacao na superficie dentaria, atividade antibacteriana e ainda

digestao e paladar *"®,

A composicado da saliva engloba, aproximadamente, 99% de agua e apenas 1% de

) 24,79 Og componentes

componentes inorganicos e organicos (proteicos e nao proteicos
salivares orgéanicos dizem respeito a a-amilase, ureia, aménia, glicoproteinas e proteinas
antibacterianas, como mucinas, enzimas e imunoglobulinas. Os componentes salivares

inorganicos incluem eletrélitos como o sddio, o potassio, o calcio, o bicarbonato e o fosfato
(5, 10)

A secregao salivar pode ser classificada como serosa, mucosa ou mista, de acordo
com a origem glandular da mesma. Enquanto que a componente serosa tem, na sua
maioria, origem nas glandulas parétidas, a saliva mucosa é advinda das glandulas minor e a
mista, ou seromucosa, das submandibulares e sublinguais ©. Uma vez que as
glandulas salivares sao inervadas por fibras do sistema nervoso auténomo, parassimpaticas
e simpaticas, o tipo de estimulo afeta a natureza da saliva total secretada. A saliva nao

estimulada (SNE), que é formada quando ha predominio de estimulos simpaticos, apresenta
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um contributo glandular que varia entre 65%, 23%, 8% e 4%, respetivamente, para as
glandulas submandibulares, parétidas, Von Ebner e sublinguais. Constitui, por isso, uma
saliva mais viscosa, com elevado teor proteico, particularmente de mucinas “* . Quando
verificado predominio de estimulacdo parassimpatica ocorre estimulagdo salivar mais
serosa, verificando-se um contributo predominante das glandulas parétidas prevendo-se a

secrecdo de saliva com maior contetido aquoso %9,

E amplamente reconhecido que a saliva contém uma gama de biomoléculas
provenientes de fontes sistémicas, pelo que a sua composigcao parece refletir a homeostase
corporal * 78 Deste modo, tem-se revelado uma fonte n&o invasiva de informagao clinica
para monitorizagdo do inicio e progressao de doengas sistémicas e orais, sendo a sua
colheita simples e segura comparativamente a outros biofluidos ®:12) Em criancas comeca a
constituir uma alternativa diagndstica e de avaliagdo da suscetibilidade no contexto de
disfungdes glandulares, marcadores de doengas virais, sarcoidose, tuberculose, patologia
gastrica, hepatica, S. de Sjogren, doenca de Behcget, fibromialgia, diabetes mellitus,
patologias oncolégicas, HIV, autismo, prematuridade ou mesmo a sua aplicagdo na area

regenerativa associada a fatores de crescimento &9 1319,

O fluxo e a composigao salivar sao sensiveis a flutuacdes intra e interindividuais por
influéncia de diversos fatores, como o ritmo circadiano, a postura, o estado emocional, a
dieta e grau de hidratagao corporal, o tempo de colheita e a natureza e duragao do estimulo
® O estabelecimento de uma rigorosa padronizagéo na colheita salivar assume, deste
modo, extrema relevancia, uma vez que o emprego de metodologias nao padronizadas se
tem traduzido, até a data, numa elevada dificuldade na comparagao dos dados publicados
para parametros salivares, em diversos contextos & 7 1% 12),

Atualmente encontram-se disponiveis multiplos dispositivos e técnicas para a
colheita salivar, sendo que a colheita estimulada de saliva total constitui o método mais
simples e mais largamente empregue em estudos clinicos, ndo necessitando de treino ou
apeténcias especiais por parte do operador '® ') A saliva estimulada (SE) pode ser obtida
por movimentos mastigatorios ou através de estimulagcdo adicional complementar, como
utilizacdo de acido citrico, acido malico, xilitol ou parafina “ 68 11.13.18-20)

Nao obstante, a SNE parece ser a mais fiavel e representativa do meio oral, na
medida em que, como acima referido, a estimulagao altera as diferentes contribuicbes de
cada glandula para o fluxo total, com consequentes oscilagdes em termos de composigao @
1216 A SNE assume, assim, particular utilidade diagndstica; no entanto, ainda que

tecnicamente simples, a colheita pode revelar-se inesperadamente complicada e morosa,
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sobretudo em criangas, impossibilitando em alguns casos a obtengédo dos volumes minimos
5,12)

para analise © 2.

No que se refere a SNE, a salivagao passiva (SP), que envolve o ato de salivar ou
“babar” sem quaisquer movimentos orais, constitui 0 método de eleicdo e mais
frequentemente reportado '®. E também relatado o uso de um coletor através do qual a
crianga pode cuspir diretamente para o recipiente, objetivando melhorar a colaboragdo no
procedimento. Estdo ainda comercialmente disponiveis sistemas de dispositivos
absorventes, como o Salivette® (SV) (Sarstedt, Newton, NC), SalivaBio's Children's Swab®
(SCS) (Salimetrics, State College, PA, USA), Whatman® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), Visispear® (OphtalmologyWeb, South San Francisco, CA, USA), ou mesmo cordas de
algodao esterilizadas (e.g., Richmond, Charlotte, NC) que pressupdéem a sua colocagao no
fundo do vestibulo e no pavimento bucal da crianca, colhendo a saliva acumulada até que
seja atingida a sua saturagdo > ). Embora os dispositivos absorventes proporcionem
vantagens Obvias a nivel da colaboragdo das criangas, o emprego destes encontra-se
escassamente descrito na literatura e a sua validacao nao foi, todavia, estabelecida para a
generalidade das técnicas analiticas utilizadas, desconhecendo-se se exercem algum tipo

de interferéncia na detecao de analitos.

Apesar da investigagdo crescente no ambito das potencialidades salivares no
diagnostico e monitorizagao de diversas patologias, sdo escassos os estudos comparativos

de métodos de colheita salivar ndo estimulada em populagdes pediatricas.
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3. Objetivos

Atendendo a reconhecida utilidade diagndstica da saliva, as dificuldades associadas ao
processo de colheita e a escassez de publicagbes disponiveis, comparando métodos de
colheita em criangas, o curso deste trabalho envolveu trés objetivos distintos, embora

complementares entre si, nomeadamente:
1) Conduzir uma revisédo da literatura disponivel relativamente aos diferentes métodos
de colheita salivar em criancas, tendo por base uma pesquisa feita através das bases de

dados PubMed/MEDLINE e EBSCOhost;

2) llustrar clinicamente diferentes métodos de colheita de SNE em criancgas, sublinhando

as potenciais vantagens e desvantagens da sua aplicagao;

3) Analisar comparativamente as variagbes de volume e pH obtidos pelos diferentes

métodos empregues numa amostra piloto.

10
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4. Materiais e métodos

Revisdo narrativa estruturada

A pesquisa bibliografica foi efetuada com recurso as bases de dados PubMed/MEDLINE
e EBSCOhost utilizando combinacbes das palavras-chave "saliva", "collection", "methods" e
"children" através dos operadores booleanos "AND" e “OR”. Estabeleceram-se ainda, como
critérios de inclusao, publicagdes dos ultimos 10 anos, em lingua inglesa e com resumo
disponivel. A pesquisa foi inicialmente realizada em Dezembro de 2015, tendo sido

atualizada em Margo de 2016.

Colheita de SNE e exame clinico oral

ApoOs salvaguardo dos requisitos éticos exigidos (anexos 1 e 2), procedeu-se a colheita
salivar ndo estimulada numa amostra piloto, aleatéria, de 8 criancas de 4 anos, sem
patologias sistémicas relevantes, frequentadoras de um estabelecimento de ensino pré-

escolar do distrito de Coimbra.

Contemplaram-se os métodos mais consistentemente descritos na literatura: Salivagao
passiva (SP), colheita com tubo coletor Saliva Collection Aid® (SCA) (Salimetrics, State
College, PA, USA), com dispositivo absorvente de algoddo Salivette® (SV) (Sarstedt,
Newton, NC) e polimérico SalivaBio’s Children’s Swab® (SCS) (Salimetrics, State College,
PA, USA).

As colheitas decorreram no periodo da manh&, salvaguardando a inexisténcia de
ingestdo alimentar e da realizacdo de escovagem dentaria nos 90-120 minutos prévios a
avaliagcao. Foi sumariamente explicado e aplicado cada um dos métodos de colheita a cada
crianga, de acordo com as normas dos respetivos fabricantes, com intervalos de 15 minutos

entre colheitas.

As amostras colhidas por SP (Fig. 1) foram obtidas conforme descrito por Navazesh &
Kumar: cada crianga, apos deglutir toda a saliva presente na cavidade oral, foi instruida para
nao engolir, mantendo os olhos abertos e, idealmente, mantendo-se quieta, apenas
cuspindo para um recipiente sempre que o volume acumulado assim o justificasse, durante
5 minutos . Nas colheitas com tubo coletor SCA (Figs. 2 e 3), as criancas foram instruidas
a proceder de modo idéntico ao descrito para a salivagdo passiva, com a exceg¢ao do
recurso ao tubo coletor para depositar a saliva acumulada na cavidade oral para o

recipiente.

11



Meétodos de colheita salivar ndo estimulada em criangas - estudo piloto

55 mm

Figs. 1 e 2: Colheita de SNE através dos métodos SP e SCA (Salimetrics, State College, PA, USA). Fig. 3: Aspeto do tubo
coletor SCA (Salimetrics, State College, PA, USA).

Em ambos os tipos de colheitas foi rejeitada a porgao inicial, de grande variagdo em
termos de composigédo, armazenando-se a restante saliva em recipientes adequados do tipo
eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Germany), preservados a temperatura de 0°C até a

prossecucao do processo analitico.

No que se refere aos dispositivos absorventes de algodao SV (Figs. 4 e 5) e de polimero
SCS (Figs. 6 e 7), a colheita envolveu a colocagao de uma das extremidades do dispositivo
no fundo do vestibulo e no pavimento oral da crianga, colhendo a saliva acumulada até ao
material absorvente se encontrar saturado, durante um periodo maximo de 5 minutos. Foi
solicitado as criangas que evitassem realizar quaisquer movimentos orais, de modo evitar a

estimulacao salivar.

Figs. 4 e 5: Colheita salivar através do dispositivo absorvente SV (Sarstedt, Newton, NC) e aspeto do mesmo. Figs. 6 e 7:

Colheita recorrendo ao dispositivo absorvente SCS (Salimetrics, State College, PA, USA).

12
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As amostras colhidas com os dispositivos SV e SCS foram armazenadas a 0°C até a
realizagao da centrifugacao, durante 2 minutos a 1000 x g e durante 15 minutos a 1500 x g,
respetivamente. O volume salivar obtido foi, entédo, transferido para eppendorfs (Eppendorf,

Hamburg, Germany) devidamente identificados.

Ainda que sem estar enquadrada em termos de objetivos deste estudo, foi
adicionalmente cumprida a observagao intraoral de todas as criancas, com recurso a
espelhos intraorais descartaveis, sob luz artificial, visando a detegcdo de patologia oral
relevante. Todos os procedimentos foram realizados por um observador Unico e calibrado,
tendo sido adotadas as medidas de controlo de contaminagdo e infegdo cruzada
preconizadas (utilizagdo de material esterilizado, luvas e mascaras). O exame das estruturas
orais (tecidos moles e duros) foi conduzido de acordo com as premissas definidas pela OMS
e o diagndstico de carie dentaria foi efetuado de acordo com os procedimentos e critérios do

International Caries Detection and Assessment System Il (ICDAS-II).

Avaliagao paramétrica salivar

Procedeu-se a determinacido do volume e pH de todas as amostras com recurso a uma
pipeta milimetrada e ao kit de diagnodstico Saliva-Check Buffer (GC America, Inc., Alsip, II). A
medicao do pH envolveu a colocacédo de uma tira de teste de pH num recipiente com saliva
por 10 segundos, tendo a sua cor sido avaliada de acordo com o modelo fornecido pelo
fabricante (anexo 3). A saliva foi classificada como altamente acida (pH 5,0 - 5,8),

moderadamente acida (pH 6,0 - 6,6) e normal (pH 6,8 - 7,8).

13
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5. Resultados

Revisdo narrativa estruturada

Palavras chave: "saliva"; "collection methods"; "children": "oral fluid"; "stimulated"; "oral
health"

425 artigos encontrados na pesquisa
nas bases de dados
PubMed/MEDLINE e EBSCOhost - -
através da conjugacao das diferentes 0 artigos encontrados na pesquisa de
palavras chave selecionadas outras fontes

239 artigos
duplicados

186 artigos apds remocao dos
respetivos duplicados

com mais de 10
anos e 1 artigo por
se encontrar escrito

em Mandarim

l 60 artigos excluidos

125 artigos com base no registo dos
ultimos 10 anos

l

31 artigos selecionados com base no
titulo e/ou resumo/abstract e
relevancia do seu conteudo cientifico

l

19 artigos selecionados apés leitura
integral dos mesmos

8 artigos
adicionados por

referéncia cruzada

Total final: 27 artigos

14
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Foi obtido um total de 19 amostras de SNE, uma vez que nem todas as criancas

conseguiram colaborar em todos os métodos de colheita. A Tabela | representa a

distribuicdo das amostras obtidas através dos diferentes métodos.

Tabela I — Distribuicdo das amostras obtidas.

METODO DE COLHEITA

SP

SCA

SV

SCS

A tabela Il apresenta os valores médios, desvio padrao, valores maximo e valor

minimo para o volume (mL) de SNE obtido através dos métodos referidos anteriormente.

Tabela Il - Volume (mL) de SNE obtido com cada método.

METODO DE _ Valor minimo Valor maximo
X (mL) o
COLHEITA (mL) (mL)
SP 1,90 1,3 0 3,20
SCA 0 0 0 0
SV 0,62 0,51 0,1 1,20
SCS 1,28 0,70 0,70 2,75

15



através do kit diagnéstico Saliva-Check Buffer (GC America, Inc., Alsip, II)
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A tabela Ill representa os valores de pH salivar das amostras colhidas, determinados

Tabela Ill — Registo do pH salivar das amostras colhidas.
Participante
METODO DE COLHEITA 1 2 3 4 5 6 7 8
SP 7,2 7,6 7,8 7,2 7,8 |68
pH
SV 6,6 7 |74 6,7 6,8
SCS 76 |76 | 74 7,8 7 7 78 |76

16
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6. Discussao

A saliva tem vindo a ser crescentemente explorada na literatura, revelando um
grande potencial enquanto fluido diagnodstico e na identificacdo e caraterizagdo de
biomarcadores eminentemente devido ao caracter seguro, simples e nao invasivo da sua

(5, 10, 12

colheita, mas também as suas caracteristicas ). No entanto, a efetividade da sua

utilizagdo parece depender da standardizagao da fase pré-analitica, ou seja, da forma como
é realizada a colheita e cumpridos os respetivos métodos de processamento © 7).

A medicao do fluxo salivar pode ser obtida através de 2 métodos distintos: saliva total
nado estimulada e saliva total com recurso a estimulantes salivares. Neste estudo piloto
optou-se por testar alguns métodos de colheita de SNE visto ser representativa do fluxo
salivar basal, maioritariamente presente na cavidade oral, tendo vindo a ser referenciada
como a mais representativa em termos sistémicos individuais, ainda que néo se assuma
inquestionavelmente, até hoje, como uma alternativa analitica plasmatica © 710 12.16.21),

A definicdo isolada de um intervalo considerado “normal” para a taxa (fluxo) de
secrecgao salivar pode ser determinante na avaliagdo de uma hipofungéo glandular. Algumas
das condi¢cbes que podem levar a algum tipo de alteragdo sdo o uso de medicagao,

patologias sistémicas e radioterapia ©?

. Ainda assim, principalmente em criangas, em
termos inter e intraindividuais sabe-se que o fluxo salivar tem uma grande variabilidade
mesmo na auséncia de patologia associada, dificultando assim o rigoroso estabelecimento
de valores padrdo "% 2% Genericamente, a producéo salivar diaria considerada “normal”
num individuo adulto saudavel situa-se entre 0,7 a 3,0mL/min, ao passo que numa crianca
essa variagao encontra-se entre os 0,1 e 6,0-7,0mL/min 24 Esta maior amplitude do fluxo
salivar na crianca parece estar relacionada com a fase de crescimento, com os rapazes a
apresentar, normalmente, valores mais elevados comparativamente as raparigas,
apontando-se como fatores determinantes a massa corporal e o tamanho das glandulas

(23

salivares ®®. Podem ainda contribuir para estas diferencas o estado nutricional, diferencas

hormonais, fase da dentigdo, variagdes geograficas e até climaticas '+ 723,

Relativamente as colheitas realizadas, de um modo geral, a SP constituiu 0 método
que permitiu a colheita de um volume superior de saliva, obtendo uma média de 1,90mL
(0=1,3), embora nem todos os participantes tenham conseguido colaborar (valor
minimo=0mL; valor maximo=3,20mL). O procedimento foi detalhadamente explicado aos
participantes seguindo as recomendacgdes de colheita relatada por Navazesh e Kumar @ g
descrito que a imaturidade, traduzida em dificuldades em perceber o objetivo ou em seguir

as instrugdes, possa explicar uma recusa ou ineficacia de colaboragdo da crianga 7).
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Reconhece-se ainda que a grande variabilidade de fluxo salivar em criangas possa conduzir
a que, no caso de alguns participantes, o volume salivar armazenado na cavidade oral
durante o periodo de tempo da colheita tenha sido minimo, levando a dificuldades em
depositar a SNE para o recipiente. Em 2012, Putnam e colaboradores conduziram um
estudo clinico que envolveu a aplicagado de uma escala de aceitacido de métodos de colheita
salivar, a Saliva Collection Rating Scale (SCRS), numa amostra de criangas (6-12 anos)
com desvio do espectro autista ®®. A escala SCRS englobou a avaliacdo da facilidade e do
conforto associados a cada método, tendo a SP obtido o espectro de respostas mais dispar,
tendo sido classificada simultaneamente como o método mais facil e o mais dificil *°.

No entanto, apesar de a colheita através da SP em criancas se revelar, com
frequéncia, inesperadamente desafiante, a literatura destaca diversas vantagens inerentes a
sua utilizagdo. Varios autores reportaram que o conteudo proteico salivar coletado através
da SP parece ser maior do que através de qualquer outro método ®'®. A SP tem ainda a
vantagem clara de nao apresentar nenhuma interferéncia na composigao salivar, o que pode
acontecer com outro tipo de métodos '),

Por sua vez, a utilizacdo do SCA, dispositivo coletor auxiliar na SP, nao se verificou
uma opg¢ao valida visto que nenhum dos participantes conseguiu colaborar através deste
método. Estes resultados encontram-se em consonéncia com os obtidos num estudo
conduzido por O'Farrelly et al., no qual se recorreu a tubos coletores similares aos utilizados

no presente estudo ",

Relativamente aos dispositivos absorventes utilizados, o SCS permitiu colher
amostras salivares de volume superior (X=1,28mL; 0=0,70) as obtidas com o SV (x=0,62mL;
0=0,51) e revelou-se uma técnica de facil execugdo controlada pelo operador. Estes
resultados podem porventura ser atribuidos ao facto de o SCS ser um dispositivo
desenhado especificamente para a colheita salivar em criancas, facilitando eventualmente a
adesao a colheita. Os dados disponiveis na literatura acerca do SCS destacam vantagens
ao nivel da seguranga da sua aplicagdo, uma vez que se trata de um dispositivo longo,
passivel de ser mais facilmente controlado pelo operador, envolvendo um menor risco de
engasgamento "),

No que diz respeito aos resultados obtidos com o SV, alguns autores referem que
quando o volume salivar a colher é limitado relativamente a capacidade do material
absorvente, a recuperagao do volume salivar absorvido, por compressao ou centrifugacéao,
pode ser dificil ®®. E descrito ainda que o SV é caracterizado como pouco palatavel, o que

pode também ter limitado a colaboragdo das criancas no presente estudo .
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Apesar de se ter verificado que com o SCS foram recolhidos volumes inferiores de
saliva comparativamente a SP (1,28mL+0,70 e 1,90mL+1,3, respetivamente), este método

absorvente foi 0 unico método que possibilitou a colheita em todos os participantes.

Deste modo, dos dispositivos disponiveis, os “absorventes” parecem proporcionar
vantagens relativas a colaboragcdo em populagdes pediatricas, permanecendo contudo por
aferir a sua adequacédo a diversas tecnologias analiticas emergentes. Diversos autores
destacam a possibilidade da retencao de analitos no material absorvente e, no que se refere
aos dispositivos de algodao, encontra-se reportada a ocorréncia de interferéncias na
detecdo de cortisol e testosterona em estudos realizados com imunoensaios 7).
Paralelamente, os dispositivos absorventes ndo permitem uma quantificacao direta e precisa
do volume salivar colhido, o que constitui uma clara desvantagem no que concerne, por

exemplo, a aferigdo da taxa de fluxo salivar ")

Por norma, o pH salivar é ligeiramente acidico, apresentando valores entre 6,0 - 7,0
%) No entanto, estes valores podem sofrer oscilagdes de 5,3 até 7,8, atendendo a diversos
fatores incluindo o fluxo salivar, a ingestdo alimentar e habitos de higiene oral & 2% A
manutengcdo do pH salivar fisioloégico é assegurada pela capacidade tampao salivar,
conferida por componentes como o bicarbonato, fosfato, ureia, proteinas e ides ®2%2"24 A
remineralizacdo e a manutengdo da integridade da superficie dentaria encontram-se
dependentes da capacidade tampéao e pH salivares na medida em que, quando se verifica
uma reducgao significativa do pH salivar, ocorre a dissolugdo dos complexos de calcio e

e @120 De facto, sempre que o pH

fosfato, promovendo a desmineralizacédo do esmalt
salivar se encontra abaixo do pH critico (5,3-5,5), valor no qual a saliva se encontra saturada
comparativamente a hidroxiapatite do esmalte, verifica-se uma tendéncia para a

desmineralizacgo ©.

Os valores de pH obtidos nas colheitas através dos métodos de SP e com o
dispositivo absorvente polimérico SCS revelaram-se idénticos, com médias de 7,40 e 7,47
respetivamente. Os valores obtidos com o SV revelaram-se ligeiramente mais acidicos,

situando-se nos 6,90.

A literatura destaca a importancia da medicao dos valores de pH imediatamente apds
a colheita, dadas as alteragdes quimicas salivares inerentes ao tempo decorrido. Com a
exposigdo da amostra ao ar circundante verifica-se a difusdao do CO, presente na saliva para
a atmosfera, causando tendencialmente uma subida do pH da amostra (20), Adicionalmente,
estas alteragdes potenciais do pH podem também ocorrer na sequéncia da degradagao

bacteriana dos compostos salivares orgénicos, incluindo proteinas, aminoacidos e ureia (20),
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No presente estudo nao foi possivel efetuar a medicdo imediata do pH apds o término das
colheitas, uma vez que foi necessario proceder a centrifugacdo das amostras colhidas com
recurso a dispositivos absorventes. Todas as amostras foram, no entanto, armazenadas de
imediato em gelo para minimizar eventuais alteragbes da composigao salivar até a medigao
do pH.

Adicionalmente, é sugerido por alguns autores que o recurso a dispositivos
absorventes pode causar algum grau de estimulagédo salivar, com potencial impacto nos

valores do pH (®.

Nesse sentido, neste estudo piloto foi solicitado as criangas que
evitassem realizar quaisquer movimentos orais durante as colheitas com SCS e o SV para

prevenir este fenédmeno.

Reconhecendo-se que diversos fatores podem influenciar a composicdo e o fluxo
salivar, dada a existéncia de uma grande variagao intra e interindividual em parametros
salivares, no presente estudo foi realizado um esforgo logistico no sentido da padronizagao
da metodologia das colheitas. A amostra deste estudo piloto compreendeu criangas com 4
anos, sem doencas sistémicas relevantes e que ndo faziam uso de medicamentos que
interferissem no fluxo salivar. Todas as colheitas decorreram durante a mesma manha, para
evitar a possibilidade de alteragbes inerentes ao ritmo circadiano, num estabelecimento de
ensino pré-escolar. O intervalo temporal decorrido entre colheitas na mesma crianga e o
tempo de colheita para cada método foram previamente definidos e cumpridos. Fez-se ainda

um esforgo para manter todos os participantes sentados, numa posicao relaxada.

Havia sido solicitado aos pais das criancas que, no dia da colheita, as criangas se
abstivessem de ingerir alimentos ou de escovar os dentes nos 90-120 minutos prévios a
avaliagdo, com o0s objetivos de prevenir a contaminagdo das amostras com residuos
alimentares ou de dentifrico e de minimizar a ocorréncia de flutuagdes salivares qualitativas
e quantitativas. Contudo, €& possivel que este aspeto n&o tenha sido integralmente
salvaguardado, na medida em que se trata de uma variavel externa ou parasita, cujo

controlo ndo se encontrou ao alcance do operador.

Por fim, outra limitacdo do presente estudo prende-se com o facto de a determinacao
dos valores de pH ter sido realizada com recurso a um teste colorimétrico simplificado. O
método aplicado, embora se tenha revelado pratico e satisfatorio, € subjetivo e pouco
preciso, uma vez que a avaliacdo é feita visualmente através de uma escala de cor. O
recurso a métodos eletrométricos para a afericdo do pH das amostras poderia, neste

sentido, ter-se revelado uma mais-valia metodoldgica.
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7. Conclusao

A SNE é, atualmente, reconhecida em diversas areas das ciéncias médicas como um
biofluido com amplas potencialidades diagndsticas, envolvendo uma colheita aparentemente
rapida, pouco dispendiosa e nao invasiva. No entanto, embora tecnicamente simples, o
processo de colheita salivar pode revelar-se, por vezes, inesperadamente desafiante,
sobretudo em populagdes pediatricas. Ainda que estejam disponiveis diversos dispositivos
auxiliares a colheita salivar, verifica-se uma escassez de estudos comparativos entre
métodos de colheita, permanecendo por aferir a sua adequagcdo a uma variedade de
tecnologias analiticas, bem como se, de facto, a sua utilizagao se traduz numa mais-valia do
ponto de vista da colaboragao das criangas.

Adicionalmente, é relevante salientar que a efetividade da saliva enquanto fluido
diagnostico parece depender em larga escala da standardizagdo a que o processo de

colheita salivar é sujeito.

Com base nos resultados obtidos e considerando as limitagbes do presente estudo,
sobretudo no que concerne a dimensao da amostra estudada, foi possivel constatar que:

—de um modo geral, a SP constituiu 0 método que permitiu a colheita de um volume
superior de saliva, ainda que nem todos os participantes tenham colaborado na
colheita;
-o dispositivo absorvente SCS permitiu colher amostras salivares de volume superior
as obtidas com o SV e revelou-se uma técnica de facil execucgao;
—-dos dispositivos disponiveis, os absorventes parecem proporcionar algumas
vantagens relativamente a colaboracéo da criancga;
—-os valores de pH das amostras colhidas através da SP foram idénticos aos obtidos
com o SCS. Por sua vez, com o SV foram registados valores ligeiramente mais
acidicos;
- atendendo aos resultados obtidos neste estudo piloto e na revisdo da literatura
conduzida, é notdria a necessidade de realizagcao de estudos adicionais com elevado
nivel de evidéncia cientifica que, de forma inequivoca, permitam o estabelecimento de

uma opg¢ao metodoldgica valida, fiavel e reprodutivel.
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Anexo 1 - Parecer da Comiss&o de Etica da FMUC

TACULDADE Ds MIDICINA
U VERS.OA Of DE COMBAA

COMISSAO DE ETICA DA FMUC
008-CE-2013
w,kl.u
C/cortecynento 30 alunc
Exmo Semhor

Pressdente 3o Comsetho Centifico da FMUC

Assunto: Projecto de Investigacho no dmbito do Programa de Doutoramento em
Cléncias da Sadde (ref* CE-012/2015)

Candidato(a): Joana Leonor de Sousa Almeida Pereira

Titulo do Projecto: “Caracterizacho de perfis salivares metabdlicos na cérie
precoce da infincla: implicagbes diagnésticas, preventivas e terapéuticas”.

A Comisslo de Etica do Faculdade de Medicing, apds andlise do projecto de
investigacio supra identificado, decidiu emitir 0 parecer Que a seguir se
transcreve: “Parecer favordvel”. /

/

kg

L e

SANCOS TEONCOS OF APOD A GESTAD - STAG « COMAD Of ITCA
Poe o Clnoias & Sasde * Undade Coney

Asvoage de Suca Comta. Cotme. 7000354 COMERA - FORTUCAL
Telo 2250 TR N (B SO | Foc <351 29023 238
St oo ed WO srerm bved w3t
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Anexo 2 - Formulario do consentimento informado

FACULDADE DE MEDICINA
st UNIVERSIDADE DE COIMBRA

FORMULARIO DE INFORMAGCAO E CONSENTIMENTO INFORMADO

11TULO DO PROJECTO DE INVESTIGACAO:

CARACTERZAGCAD OF PERRS SALVARES METAROUCOS NA CARE PRECOCE DA WNFANCIA
IMPUCAGOES DIAGNOSTICAS, PREVENTIVAS £ TERAPEUNCAS

PROTOCOLO N*

INVESIGADOR COORDENADROR ~ #rof* Douters Anc Luse Morsea Costa
Prof? Doutore Anc Marie oo Coeiho Gi

CENTRO DE ESTUDO
INYESTIGADOR PRINCIPAL Joana Leonor de Sousc e Armends Pererc
MORADA Av. S33aya Barreto. Siocos de Cedan

3000575 Cambro

CONTACIO TELEFONICO 351 239 484 183

NOME DO DOENTE

[LETRA DE IMPRENSA)

NOME DO TUTOR LEGAL

[LETRA DE IMPRENSA)

£ corvidado(a) a autorizor o teu ecucondoja) o paicpor voluntoromente nesie e2fuco porgue
Na presente imveshigocdo @ pratencem CNOBCr QMo oS Ofveres @ C8 DICCe Declenane e
crangas com 4 anas. com e sem Cére Precoce do mfénca |CF). Este procecimento é
chamodo consenfmento informado e cescreve ¢ fnaicoce co esudo, o procedmenios, os
POsSveis DANBACOS @ MSC08. A DOICIDOCEO GO S8U SCUCONGOIC) DOSES CONFRUT DOMC Mahorar
© conhecimento sobre a sodde oral infonti, porfculomente no qQue dz respelo oo daogndstico e
progressho da CA1

Receberd uma cépia ceste Caorzentmento nformado pora rever e solcfor oconsehamento de
fomdicres @ amigos. O vesligeCor ou CUING MaMBIC CC e eQuips O esciaracer gueiguer
divico que fenha sobre 0 termo de consenfimento e ‘ombém aigumna palavea ou Normogéo
que possa ndo entender.

Dapois ¢e compreander 0 asludo @ Ca NSO 1or QUCIGUEr GUVICC CCERCC JO MESMO, Caverd
tomar ¢ deckdo ce outorzar a pafcpacdo ou ndo. Caoso outorae Que 0 sev ecucaondo|a)
pOrticipe. sar-he-G soiCilcdo Que cisne @ dofe asle cemudio. ADdS © SUC CISNahIG @ ¢ CO
Invesfgader, ser-he G enfregue uma cdpio.

Versio ¢o C1 1 20147001) CONFIDENCIAL e
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-

1 ‘l
- U 8 f’ g C - FACULDADE DE MEDICINA
e UNIVERSIDADE DE COIMBRA

-r.

LUNIORMACAO GERALE OBJECTIVOS DO ESTURO

3te eudo kS decorar am coaboragdo com a Focucode Go Meckone oo Unvenicode do
Coimrbra (FMUC), Contro de Investigacso em Matercls Cedrmicos 0 Compdsios oo Unvenscode
do Avero [CICECO| @ Depariamento o8 QuUIMca 00 Unvencooe 08 Avero, Melence-40
caractanzar amosiras salvares @ de ploce Boclenanc co clongos com o sem CM arovés de
andise metabodmica posibitondo o identificacdo Se polencion MOTocotes So Ko ou de
Prograssdo G0 doango. Sr00 NCiAGas 40 CAOngos O8 4 Onos e DONCIOGIS SEMMICOS
relavantes.

Trato-40 o um astudo CDIANVACONC!, DO0 CUe NSO 1and feic Nenfuma ClleroCdo NO eslodo da
Covidode orel ou O nivel da S00Ce ganl da Crfienge. Este esfuao ' aDrovado pela Comindo g
£lica do FMUC ¢o modo ¢ Qorantt 0 protegdo Cos Crelos. SeguUranca @ Dem-asior de 10008 0F
doentes ou cutros patic pantes incluicos e gorontie prova putica desa protecdo.

2. PROCEDIMENTOS € CONDUCAO DO ESTUDO

2.1, Procedimentos

Fornecimento de dades - lerefa )

A paticipagdo no estudo incu o forecmento ce dodos socodemograficos e de
comportamentos relatives 4 salde orcl da crionga. soicfodos na corta ce apresentosdo do
ostudo, O praanchimento Cos COCos Cave f Maciuasd DRIC W OO CFeNgC Oy, @M COS0 Ce
ouséncia, por um ndviduo que ofc] substifuc e comhega bem o guotidiono da cranga.
Soictomos que esponda O cueddes com sncerdcose. Serie-d GnCe SONCIICCO Que ©
escovogem dentéria no note prévia & ovalicgdo ndo seya efectuoda

Colheile de place bachwione - larefa 2
Amosfras ce piaca bocteranc presente nos cenfes ontenores seedo coticoos sempre Que
possivel. recorrendo a instrumentos odequados porc o0 efero. Esto cobeto ndo comstitu um
PrOCHdManio ivesivo PCre ¢ CHanga,

Caolheile de saliva - laele 3
Colhara-¢ seive ndo astiruicco, de foma nSo-inveiive, Curcnie 5 minuios,

Exame intraoral - tarefa 4

UMe (rica exomintCore, MACICe danfsic, Mmoot 0 extme Mconsl CC CiCNGC @ regisic Cos
dodos cbticas. £ste procecimento seré efectuado com recurso o um espeiho intooral & ¢ uma
wnda,

Serdo, em todos o3 procecimentas descrifos. formadas oz mecicas oe confrolo de contomnogdo
@ infegho CZoda preconIodos,

Outros procedimentos
AS OMOSNGS reCONICCs $Erd0 CAVICOManta OMmeaenados oié & resoatvs ondise.
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. :
‘- 1“0 C - FACULDADE DE MEDICINA
- UNIVERSIDADE DE COIMBRA
2. Colenddrie das visltas/ Duracte
10 osludo envoverd 0 reolizogdo o8 s avaliogdes (1" momenio 00 coltwia, pis 6 @ 12
moses), NG QUAS 10 elechuardo 'odos Of procecimentos coscrics nes ‘orolas 2. 3 o 4. Etmose
Que 0 duragho 1olal dos PrOCHiMentos N0 exCeda o 'S MInUios por POTCipante e cada
uma WMM

2. Trotamento de dados
08 00dos fomeckios polos TIoKes Qas 008 CHAANGOS @ 08 RP000s ONaitcos oblidos wdo
welios o ondlse estatstico.

. RISCOS E POTENCIAIS INCONYENIENTES PARA O DOENT
Ndo exisfern quaisquer fEcos Pora © paciente na parfc oogdo do etudo.

4, POTENCIAIS BENEFICIOS

O prasenta estuco pamiind cproiundor 0f CONNACManios Clucs sobwe ¢ CFL particuicmente na
carocterizacdo de possves morcocones precoce:s 9o CoeNgO. DOPOCioNando ovongos
relevantos em NmMmos ¢ pravencdo @ Folomanto, COm Negivel MPOCIo ¢ Nivel de saide
plbico e na quaildade ce vido cestas criongas.

5. NOVAS INFORMACOES

Sardhe-¢ dodo conhacmanio de GuaiGquer Nove INfoemoCS0 Gue DOIC Sér releventa POrG o
concigdo do seu educancolal ov que passa nfluencior o sua vonfode de continuor a autordzor
Q POriicipOgao NG astudo,

NGO 40 epica,

L SEGURANCA
Os procedimentos a realzor, ndo :enco em absciuto nvasvos. nd0 comprometeT o Nfegricode
da changa,

8. PARTICIPACAO/ ABANDONO VOLUNTARIO

€ interomente Fvre de OCAIG! OU MBCUIC! POMICIDOCEC 4O sy aducendoia] neste esludo, Pode
retror © seu consenfmento em quaiquer afurc sem Quacuer comnseguéncio pora 3 ou parc ¢
cranga, sem precisar de expicor as razdes. sem quaiguer penaicoce ou perda ce benefcos e
wm comprometer ¢ WO FECCH0 COM © IMeSiIQOCOr Cue e DroDde ¢ COICLOOCEC nasle
estudo. Serihe-a pecido pora informer © Investigodor se decdr refror © sew consentimento.

O Investigodor ¢o astudo pode decidh tenmingr ¢ SOMCROCEC C0 ey aducanco(a] e ndo
estiver a segur o plono do estudo, por deczdo odministofva ou cecsdo da Comisdo de ica.
O comesponsGvel do asiudo NOITCS-0-G 18 SUIGK UMS CalaS CRoUNENGIOs @ Iclord Consigo ©
respeifo da mesma.
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.

- U MR ¢ - “UC  FACULDADE DE MEDICINA

G UNIVERSIDADE DE COIMBRA
2. CONFDINCIALIDADE
Os roghsios A0 U eduCanao{a] Manter-48-00 CONFANNC Ol & PO ROA0s 00 000 COm 04
roguiamenios o lels cplicdves. So o8 resultodos coste efudo forem Duticods O iIdentidode ¢o
v ecucendo(a) manterse-d confidencial. Ao asincr este Comsentmenio ormodo outonza
0110 OCON0 CONACIONOUO @ re¥ B0, POde OINGO, OM QUOIGUr ORFO. SRirCer O sy areilo 00
ocono 4 Informagdo. Pode tar fambém oceno & Informogdo mécice o dontdric atroves da
Madica densto neste e1udo, Tem fambém O Ghelo e W 0D O Yarmindo 08 00008 QU
wjom cobertos pela conficenciaisoce profissional.
Os ragitos madicos @ denidrios que dentlicom © wy educoncolal @ o omudrio ce
corgentmento informado aue astincr serdo verficodo: pora s co esfudo pelo hvestgador
8/ou Por COIADOOTONDS GO INVastiQOOOr. @ DO ns reguitrmaniares DelO Fvesigoder a/ou pels
coloboradores do Investgador e ogéncias reguadoras noutos poises. A Comisdo de fca
redponidvel pelo eludo POde OICILr 0 OO0 0O0S MBGI0E MESCOS @ CaNIGN0s POIC CIIBgUOS-
0 que O astudo esld O e PaROGO de OCOMO COM O DRONOCUIo. N3O pOde W Qorantdo
confdenciclidade absoluta devido @ necessdade de pamor a Normogdo o essas porfes.
AD QSINGI 8310 1Mo de CONENtimanto NfOMOdo peevie Gue o PIoMOcdes MEGcos @
dentérias neste estudo sejom verficocos, procescdas e relctodas corforme  necendno para
fnaidoges cemhicas leghimas,

Confidencialidode « fratomento de dodos pessogis

Os dados pesscais dos paficpantes no esfudo. Nncunco @ Mormogdo mécica recobhico ou

<AOJa COMO pone do asudo, 105 COMO MGHIcS 0 SO eCD0 O Oy eiuliodos de endises,

serdo utitzodos pora condugdo o estudo. designadaments pora fms oe investipogdo clentifica
rlOCONCCOs COM G PASICGIa em ashuco.

Ao consentr a participog@o do seu educando(a) neste efudo o Nomogdo a sle respetonte,

designodameanta g Normogdo CICe. serd ITodo 4O segunie 1oema:

1. O promotor. os investigodores & o oufras pessoos envolviocs no estudo recoherdo e
utiizordio o5 dados pessoas do seu ecucando|a) para oz fnaicoces ocma descritas.

2. Os cocdos do esthudo. CISOCIoUes O3 NICol Ou ¢ CUND COIige Que ade centlique
ciretamente © seu ecucandola) (e ndo © nome] serdo comunicodos pelos Investigodores
9 CUINCS DASKOCE aNVOVIGCS N aSTuTo 00 DroMoitr GO INLCo. Que of UITerd DOre o
fnolicaces acima descritas.

3 Os Cocos do estiudo. CISOCIoUos 33 MICol Ou ¢ CMD CiIge Que adc centlique
ciretamente © seu educancoial. pocero ser comuncodo: o auioriccces de salce
NOCIONGHE & NBMOCIoNOS.

&, A identidode do sev ecucondolc) ndo send reveiodc e gQuoisQuer reigtdnos ou
pubiceGhes resultcntas deste ashudo,

5. TOCCs 0 PEsIOCs O ANfiCCCas COM CCasIo COs SOB0S DaNOOS GO oy aducando(c] esido
wwjelas o siglo profissional.

4 AO dOf © 38U CONsentimenio DOrS ¢ POMCIPCCEC GO 8y eSuCONGC(C] NC astudd outoio
© promotor ou empresas de monitoizogdo de estucos especicomente confrotodas para
© 8l8ilo @ seus CUODODTCS 8/0y CuloAdodes O ICUCe. © COaGEr COS JOJ0E CONSIantes
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« U ( . FACULDADE DE MEDICINA

UNIVERSIDADE DE COIMBRA
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ot
co seu processo cinico, pare confarr o nlormogto recooC @ fegstoce polkos
Ivestigoaones, desgnodaments DOrO GMAQUIOr O “OOr G08 SOA0S Gue Ihe dle™ PO @
£Ore garantr que © OSILGO 38 ENCONND G 3¢ JOIETVOVIOD COMISTan'o @ QUO Of COUos
obNdos 10 Navels,

r Nos tormos da le, tem 0 citeto de. através de o oo MeScos envolvidos N estudo,
10iCitor 0 OCH1S0 008 dO00s Que dQOM MMEeRO 00 My aduCoNdolal. bem Como de
1oiciter o rectficasdo dos cacos de identficesdo.

8. Tam cinga © cirofo de folvor os'o Coronrimentc om CQUOCUSr ONc aYovés da
NOIECOCOO 00 IMvesigador, 0 Que IMEICOM Que © Wy AUCONOO(a] deke 08 PONICIDO!
no estudo. No entanio, os dodos recohdos ou clodos Como pore do esfuco o' essa
cltwra que ndo 'dentliquem © By eduCando(C] POCelo CONfnuar O ser UiR0d0s DOra 0
propdsio de estuco, nomeadamente para manter ¢ nfegrdade centfca do estudo. e a
INOMAGO0 MAICC 00 50U SAUCANTO(C] NSO 1rS MMOVGD 3O CrQUIvG GO 65100,

9. Se ndo der o seuv consentimento, ainando esfe cocumento. © sew educandola) ndo
poderd porficipar naste astudo. 5o 0 Conantmento Ogore Drestaso N30 for ftrado @ ald
aue © 10g0, aste sard vOido @ monterse-0 em vigor

10, COMPENSACAQ

Ete eshudo 4 co incCiclve G0 Nvesfigodor @, DOr 0. WIKICHe ¢ POTCPOCDO GO ey
educondo|a) sem uma compensagdo fnoncelra paro © wo esecucdo, o como fambém
OCONBCH COM Of iIvashigosions @ ¢ Caniro de ashudo. N30 Poverd CUOICUEr CLSI0 DOIS ©
porticipante pelo sua inchusdo no estudo.

11. CONTACTOS

$a tiver pergunias relalivas O0s seus dreilos COMO DOICHONe Catte estuco, deve Conacian
Presdente da Comissdo ce Eca da FMLC

Arnhege de Sente Comba, Calas - 3000-543 Coirtrn

Telefone: 239 857 707  emal: comisaoetica@fmed.uc of

Ana Luiso Morera Casta, Joona Leonor Scusa Amecc Perero
Tel: +357 237 484 183 Morcdo: Av, 35soyo 3ameto, Bloce e Celos, 3000-075 Coimtra
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1 L)
. T34
*+ U ’!ﬁ.! C - MU0 FACULDADE DE MEDICINA
ko UNIVERSIDADE DE COIMBRA
NAD ASSINE ESTE FORMULARIO OF CONSENTMENIO INFORMADO A MENOS QUE TENMA TD0 A
OPORTUNIDADE DE PERGUNTAR E TER RECIMDO RESPOSTAS SATSFATORAS A TODAS AS SUAS
PERGUNTAS,

Do 0cordo com o Deckiragdo oo Hesnauo 00 ANOCoSo Méckoo Munakal & suon alvalzogbes

1. Dociaro ler fdo este formuidnio @ 0oelo de lomo volrddeo gue © mey eoucondo(al paticipe nesle
milvdo,

2. W dedgomente inlormodo(o) do nolumeo. beivos. f00s & SwoCso provivel 80 e300, beem
COMS GO Que d S10eds do poarte SO mey sducordolal

3. Tive 0 opounidode o fome pergueias SOLre © MLCO @ Dercets Of MDOoINas @ & informogdes
que me lorem dotias. A QUOGQUer MOmenio DONO ot MOl DegUios G0 MESCO MPoTive
do estudo. Dwranle © &sludo @ Jemore Que Cuiser. DONO MCeber PHOMNOCA0 bre © Wy
deservoivimento. O mésco mporidvel Sond 0o ¢ PIoroiBo mEorianie Gue Wi Surorie o
ST QUE POIS Cllerar @ MInha vorlode Oy 8O ey ecucoraoiol Coniruar 0 poticipor,

4. Aceilo aue yliisem ¢ infarmogdo mictva & Mro dince @ regilos ci=os do mey educardola)
no Milo reI0eilo do wWoede Mmédico @ ancrirato. Oy Sodos do ~wy asucondo(a] wedo
mantidos esriamente confdenciak. Av'onio a consuifo dos Jooos 00 Mmev educandojal apenas
POr PEISCAS COYPNOAAS PE'O PrOMOtor @ DOF represenion’es dot OUOrdoCes NePUOTONE.

5. Acefto que © meu educaondola) #ga fodas s rsirug des que he ‘orem dodas duronte O esfudo.
Aceflo que 0 meu ecucandofa) colcbore com © médco e nformdio-el Imeaiatomente dos
GBArog 003 fO0 LIVGE GO SISO de 10GUE & Bam-arior SO ey ecucorsola)] Gue oCoRaT,

6. Autortzo © uso dos resuitodos do esfucio para fins esclsvomente centficos e, em parficJiar,
ace'ta que esses resuitodas sejom divuigados s autoncodes sonidras competentes.

7. Acetto que os docas gerados durante 0 eshudO So™ NoMMOTIodcs DE'O Promotor Ou outem
por si designado. Eu passo exercer 0 mew aref*o de rectScogto e/ ou opasicdo.

8. Tenho conhecmento aue sou fve ge desslr que © meu educondojal participe "o e300 a
quaquer momento, sem fer de justiicar a minha decis&o e sem comprome’er a qualdade dos
seus culcados médicos Eu fenho conhecmento que © mEdico ‘em o arelfo de ceciar scbre a
soida prematura do eshucio @ que me informard Ca CoWsa OO Mesma.

9. AU nformodo que 0 estudo pade ser Inferompico por cectfo do Nvestgooor, 4o promotor Ou
das autordades reguiadonas.

Nome do Participante
Aszinatwn ¢ ot/ S

Nome de Testemunha / Tider legal®
Aszinatwa: Dotz R -

Contimo que expliquel co paricipante ockma mencionado C Nowren. 03 abe*ves ¢ a5 potencict
Faeos do esludo olimg mandonado.

Nome de Invesfigoder.
Assinatwa: Dot/ J
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Anexo 3 - Kit de diagnéstico Saliva-Check Buffer (GC America, Inc., Alsip, II)

R ot

a3 84 38 W0
“l'
s W
a0 W2

Disponivel em: http://www.gcamerica.com/products/preventive/Saliva_Check_BUFFER/

TEST 3 — pH measurement

Instruct the patient to expectorate any pooled saliva into the
collection cup. Take a pH test strip, place this into the sample of
resting saliva for 10 seconds, and then check the colour of the
strip. This should be compared with the testing chart available
in the package.

50 52 54 56 5.8
B0 B @ Highly acidic
6.0 6.2 64 6.6

(O Moderately acidic

68 70 72 74 76 7.8

. . ‘ Healthy saliva

Disponivel em:

http://www.gcamerica.com/products/preventive/Saliva_Check_BUFFER/Saliva-
CheckBUFFER_8IFU.pdf
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11. Lista de abreviaturas

SNE - Saliva ndo estimulada

SE - Saliva estimulada

SP - Salivacao passiva

SCA - Saliva Collection Aid® (Salimetrics, State College, PA, USA)

SV - Salivette® (Sarstedt, Newton, NC)

SCS - SalivaBio's Children Swab® (Salimetrics, State College, PA, USA)
SCRS - Saliva Collection Rating Scale

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

ICDAS - International Caries Detection and Assessment System I/
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12. indice de tabelas e imagens

Figura 1 - Colheita de SNE através do método SP.

Figura 2 - Colheita de SNE através do métodos SCA (Salimetrics, State College, PA, USA).
Figura 3 - Aspeto do tubo coletor SCA (Salimetrics, State College, PA, USA).

Figura 4 - Colheita salivar através do dispositivo absorvente SV (Sarstedt, Newton, NC) e
aspeto do mesmo.

Figura 5 - Colheita salivar através do dispositivo absorvente SV (Sarstedt, Newton, NC) e
aspeto do mesmo.

Figura 6 - Colheita recorrendo ao dispositivo absorvente SCS (Salimetrics, State College,
PA, USA).

Figura 7 - Colheita recorrendo ao dispositivo absorvente SCS (Salimetrics, State College,
PA, USA).

Tabela I - Distribuicdo das amostras obtidas.

Tabela Il - Volume (mL) de saliva nao estimulada obtido com cada método.

Tabela Ill - Registo do pH salivar das amostras colhidas.
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