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RESUMO

A presenca de niveis elevados de anticorpos anti-dentina em saliva tem sido
apontada como um fator de risco para reabsor¢cao em dentes permanentes. No
entanto anticorpos contra a dentina estdo presentes em todos os individuos
adultos, com ou sem sinais radiograficos de reabsor¢cdo. A origem destes
anticorpos ainda néo foi esclarecida. Este estudo teve como objetivo avaliar se
durante o desenvolvimento da denticdo decidua, ocorre a inducdo da
imunoglobulina A secretora (SIgA) anti-dentina. Foram analisadas amostras de
saliva coletadas de pacientes pediatricos, atendidos pela Clinica de Bebés da
Universidade Estadual de Londrina, totalizando 75 pacientes com idades entre
0 e 6 meses (pré-erupcao dentaria), 2 a 2.5 anos (pés-erupcéo dentaria) e 5
anos de idade (em exfoliacdo dentaria). As amostras salivares foram
submetidas a ensaio imunoenzimatico para determinacdo de niveis de SIgA
anti-extrato dentinario e IgA total. A distribuicdo de normalidade foi avaliada
com o teste de D Agostinho e a comparacao entre grupos foi realizada com
teste Kruskal-Wallis, com pos hoc de Dunn, considerando P <0.05. Todas as
amostras apresentaram SIgA anti-dentina. Os niveis de SIgA anti-dentina (em
densidade otica a 450nm) foram maiores nos pacientes na faixa etaria de 0 a 5
meses (mediana: 0.798 e 25% -75% quartis: 0.702 a 0.858), em relacdo as
criangas com 5 a 5,5 anos (0.595, 0.498-0.741; P < 0.01). Os niveis de SIgA
total... Os resultados sugerem que o0s anticorpos SIgA anti-dentina estéo
presentes na saliva de criancas desde os 0 anos de idade, ou seja, antes do
periodo de exfoliacdo dentaria. Os niveis de anticorpos anti-dentina sofrem
modulacdo negativa no grupo de criancas em exfoliacdo dentaria,, sugerindo
gue estes anticorpos formem complexos imunes com a dentina reabsorvida ou

sejam modulados negativamente durante este periodo.



Palavras-chave: Reabsor¢cdo. SIgA anti-dentina. Dentina. Anticorpos.

Imunoglobulina. Denti¢do decidua.
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ABSTRACT

The dentin exposed in an environment of local inflammation stimulates an
immune response and increases levels of antibodies to dentin. The presence of
high levels of antibodies anti dentin on saliva has been identified as a risk factor
for resorption. However dentin antibodies anti dentin are present in all adult
individuals with or without radiographic evidence of resorption. The origin of
these antibodies remains unclear . This study aimed to assess whether during
the development of the primary dentition , there induction of secretory
immunoglobulin A (SIgA) anti - dentin . Were analyzed saliva samples collected
from pediatric patients served by the clinic Babies Londrina State University,
with a total number of 75 patients aged between 0 and 6 months (pre - dental
eruption) , 2 to 2.5 years (after tooth eruption) and 5 years (in tooth exfoliation) .
The saliva samples were subjected to enzyme immunoassay for the
determination of levels of SIgA anti - dentin extract and total IgA . Was detected
in all samples the presence of sIgA anti-dentin. The normality distribution was
assessed with the Shapiro Wilk test and comparison between groups was

performed with Sudent t test or the Mann Whitney U test , considering P < 0:05.

Key words: Resorption. SIgA anti-dentin. Dentin. Antibodies. Immunoglobulin.

Primary dentition.



SUMARIO

LINTRODUGAOD. ...ttt ne et ne e 4
2DESENVOLVIMENTO......ccoiiiieeeieeecee et ee e eeeeee s ettt s s s eeneeen e 6
2. IMETODOLOGIA.......ooueeieieeeeeeeeeeee et en et eae 6
2.2RESULTADOS.......oouieieeeeeeee ettt ee ettt en et nen s e 9
BDISCUSSAO......cceieeeeceeeeeeeee ettt en et e n e, 11
ACONCLUSAO. ...ttt n e 14
BREFERENCIAS.......cooueiietetiee ettt en et eesnse s s s senns 14
BAPENDICE........coitiietiiteee ettt ettt ettt sttt ettt teae sttt ettt eaene s 16
TANEXO......coiiiieieieeeiee oot e e e e vttt s et ettt ess e s st e tes et esaese e e 17

BANEXO ... 18






1 INTRODUCAO

ApGs a concepcdo, e durante a vida intrauterina do individuo, tem inicio
a formacdo da memoria imunoldgica. Essa memoria € importante para o
desenvolvimento da tolerancia do sistema imunoldgico as proteinas proprias e
gue entram em contato com o sistema imunolégico durante a fase de formacéo
embrionéria e fetal (Consolaro et al., 2012). O sistema imunoldgico € capaz de
reconhecer substancias quimicas préprias do organismo, ndo desenvolvendo
resposta imunoldgica contra elas. Este fendmeno é conhecido como tolerancia
imunolOgica e previne 0 organismo contra o ataque aos tecidos proprios pela
resposta imune (Abbas e Linchtmann, 2009). A presenca de anticorpos contra
componentes préoprios dos tecidos pode contribuir para o desenvolvimento de
doencas autoimunes (Abbas e Lichtmann, 2009). Por outro lado, os
autoanticorpos “naturais” sdo produzidos pelo organismo e apresentam uma
importante funcdo na regulacéo de respostas inflamatérias e na eliminacao de

debris de tecidos (Avrameas e Selmi, 2013).

A IgA secretora ( SIgA ) é a linha de defesa principal da cavidade oral e
as superficies das vias respiratérias superiores e é secretada em grandes
guantidades em saliva pelas glandulas salivares ( Goldsby et al, 2002; . Abbas
et al, 2005 ; . Avery, 2005, Karolewska et al, 2008) .

A SIgA representa a resposta local do sistema imunologico adaptativo
aos antigenos ambientais encontrados no aparelho digestivo e do trato

respiratério superior ( Avery, 2005; Neville et al, 2008 ; Nogueira et al, 2008)

As reabsorc¢des dentérias podem estar relacionadas com fenbmenos que
caracterizam a autoimunidade (Hidalgo, 2001). Recentemente, a associagao
entre a autoimunidade contra os componentes da dentina e a reabsorcao
dentaria de dentes permanentes tem sido descrita em pacientes que foram
submetidos a tratamento ortodéntico e que sofreram traumatismo da denticao

permanente (Hidalgo et al.,, 2005; Ramos et al., 2011). Em estudo com



pacientes adultos jovens foram observados autoanticorpos contra a dentina em
todos pacientes investigados, com e sem evidéncia de reabsor¢do dentaria
(Ramos et al., 2011; Seixas, 2013).

A autoimunidade contra proteinas da matriz dentinaria pode estar
relacionada com a susceptibilidade individual em relacdo a reabsorcao
radicular inflamatdria (Ramos et al., 2011). AlteragBes nos niveis de anticorpos
anti-dentina foram detectadas em soro de ratos com lesdes radiculares
experimentais, e de pacientes com histérico de traumatismo na denticdo
permanente e subsequente reabsorcdo radicular, e em soro e saliva de
pacientes que sofreram movimentagdo ortodontica (Wheeler e Stroup, 1993;
Hidalgo et al., 2005; Consolaro, 2005; Ramos et al., 2011; Seixas, 2013).

Altos niveis de IgG anti-dentina, e baixos niveis de IgM anti-dentina
foram encontrados em pacientes com reabsorcdo radicular inflamatoria,
sugerindo a presenca de uma resposta imunoldgica secundaria (Hidalgo et al.,
2005). Também foi encontrado na saliva de pacientes submetidos a tratamento
ortodontico com presenca de reabsorcdo radicular inflamatéria externa
moderada e severa, niveis elevados SIgA contra antigenos dentinarios (Ramos
et al., 2011).

O sistema imune de recém-nascidos e criancas até proximo aos dois
anos de idade é imaturo, e tende a desenvolver respostas predominantemente
do tipo humoral (Marodi et al., 2006). Os niveis de IgA em saliva aumentam
progressivamente desde o nascimento e alcancam niveis semelhantes dos

adultos aos 5 anos de idade (Weemaes et al., 2003; Fageras et al, 2011).

Este estudo tem o objetivo de analisar a presenca de autoanticorpos
contra a dentina na saliva de criancas de 0 a 6 meses, 2 anos e 5 anos. Nao
estd estabelecido se anticorpos contra a dentina se desenvolvem em criancas
durante a fase de maturacdo do sistema imunolégico e em etapas de
odontogénese e de exfoliacdo dentaria.. Pretende-se identificar a presenca de
autoanticorpos e correlaciona-los com o desenvolvimento da reposta imune

local em criancas nos periodos de erupcao e rizélise dentaria.



2 DESENVOLVIMENTO

2.1 METODOLOGIA

Populacé@o em estudo

Foram selecionados criancas na faixa etaria de 0 a 5 anos, atendidos
pelo programa educativo-preventivo da Clinica de Especialidades Infantis /
Bebé Clinica / Universidade Estadual de Londrina. Os procedimentos foram
aprovados pelo 6rgdo de Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos (CEP-UEL). As coletas foram realizadas ap0s o esclarecimentos dos
métodos e objetivos da pesquisa aos pais e responsaveis e apds a assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido pelos responsaveis legais pelas

criangas.

As criancas foram divididas em 3 grupos, de 25 criangas, conforme a faixa
etaria:

a) 0 a 6 meses, antes da erupcéo dentéria.

b) 2 a 2 anos e 6 meses , com denticdo decidua.

c) 5 a5 anos e 6 meses, com rizolise dos incisivos.

Foram selecionados para o estudo criancas que ndo apresentam sinais
e sintomas de doencas alérgicas das vias aéreas, amamentados com leite
materno e que ndo sofreram traumatismo da denticdo decidua. Foram
excluidos da amostra as criancas que receberam medicacdo anti-inflamatoéria

nos ultimos 30 dias antes da coleta de saliva.

Coleta de amostras de saliva



Amostras de saliva ndo estimulada foram coletadas em frascos estéreis,
durante 2 minutos. As amostras foram coletadas com o auxilio de um sugador,
em frascos coletores e em seguida congeladas a -20°C até o uso. O fluxo
salivar foi calculado em volume de saliva extraido por minuto de coleta e o
calculo da taxa de secrecdo salivar de Imunoglobulina A secretora (SIgA)
obtida através da férmula: Taxa de secrecdo salivar SIgA = (Concentracao
SIgA x Fluxo salivar). No momento da realizagcdo dos testes imunoenzimaticos,
as amostras foram descongeladas, aliquotadas, e entdo centrifugadas a 4.000

rpm durante 20 minutos.

Radiografias periapicais

As radiografias periapicais dos dentes incisivos superiores foram
realizadas conforme protocolo da técnica do paralelismo com cone longo com
posicionador radiografico (70kV, 10 mA, tempo de exposicéo de 0,8 segundos).
Foram selecionados pacientes que apresentavam desenvolvimento dos germes
dos dentes incivisos superiores, sem sinal de reabsorcéao fisiolégica nos grupos

de 0 a 5 meses de idade e 2 a 2,5 anos.

Obtencao do extrato dentinario

O extrato dentinario humano (HDE), utilizado como antigeno, foi obtido
por meio da técnica de Wheeler e Stroup (1993) modificada, a partir de dentes
deciduos recém-exfoliados e descartados por outros pacientes na Bebé Clinica
O esmalte e cemento dos dentes foram removidos, e a dentina desgastada
com brocas diamantadas em caneta de alta rotacdo com agua destilada

refrigerada.

O precipitado da dentina foi mantido em solucdo desmineralizadora na
proporcao 1:1 (guanidina-HCI 0,5M, 10% EDTA, pH 7,0) por 14 dias a 40C e
entdo centrifugado a 12.000 rpm, por 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
dializado por 24 horas em tampéo salino tamponado com fosfato (PBS, pH 7,2)

a 4°C. A concentragdo do extrato dentinario humano foi determinada pelo



método de Bradford, utilizando albumina sérica bovina como padréo. O extrato

foi armazenado a -80°C até o uso.

Eletroforese com gel de poliacrilamida com SDS

Para obtencdo do perfil eletroforético em SDS-PAGE 10%, foram
utilizadas amostras com 10 e 20 pg de proteina de HDE, com tampéo de
amostra redutor, e agua destilada até o volume final de 40 ul. Foi utilizado o
padréo de massa molecular P7703S, Biolabs, New England. A eletroforese foi
realizada em tampéao tris-glicina na voltagem de 100V. Em seguida, o gel foi
corado com coloracdo de Comassie Blue e impregnacédo com Nitrato de prata
(Lammeli, 1970, Nature, 277, p. 680). O perfil eletroforético do EDH fori avaliado
antes da realizacdo dos demais testes para avaliacdo da presenca de

antigenos e integridade da amostras

Ensaio imunoenzimatico para determinagdo dos niveis salivares de SIgA anti-

extrato dentinario

Placas de ensaio imunoenzimatico de 96 po¢cos com fundo plano foram
sensibilizadas com 100 pl de HDE (150ug de proteina/ml) diluido em tampao
carbonato-bicarbonato por 1 hora a 37°C. A seguir, as placas foram incubadas
12 horas a 4°C, e entdo lavadas 3 vezes com tampéao de lavagem (leite em pé
desnatado 0,5% em PBS), e bloqueadas com 300yl por pogo com tampao de
bloqueio (leite em p6 desnatado 5% em PBS e 0,05% de Tween 20). Apés uma
hora a temperatura ambiente, as placas foram lavadas como descrito acima e
as amostras de saliva (100 pl) distribuidas em duplicata e incubadas por 2
horas a 37°C. ApoOs nova lavagem, foi realizada a incubacdo com anticorpo
conjugado a peroxidase anti-lgA humano (A88-102P, Bethyl Laboratories,
Montgomery, EUA) diluido 1:50.000 em PBS, a temperatura ambiente por 2
horas. Depois de realizada lavagem, as placas foram reveladas com 100ul por

poco de solucdo substrato (tampédo citrato, 10% tetrametilbenzidina, 0,1% de



peroxido de hidrogénio), durante 15 minutos. A reagéo foi bloqueada com 50l

de acido sulfirico 1N e a leitura da absorbancia obtida a 450nm.

IgA salivar total

As concentracies e taxas de secrecdo total de IgA salivar foram
avaliadas por meio de ensaio ELISA utlizando kits comerciais (Bethyl
laboratories, Montgomery EUA), conforme as recomendacdes do fabricante.

Analise estatistica

A distribuicdo de normalidade dos dados foi obtida com teste de
D’Agostino. Dados com distribuicdo paramétrica avaliados pelo teste ANOVA
com teste pos hoc de Tukey e expressos em meédia e desvio-padrdo. Dados
com distribuicdo ndo-paramétrica foram analisados com teste de Kruskal-Wallis
e pos hoc de Dunn e expressos em mediana e quartis. A correlacdo entre os
niveis de IgA total e anti-dentina foram avaliadas pelo teste de Perason ou de

Spearman. Diferencas foram consideradas significativas se P<0.05.

2.2 RESULTADOS

A tabela 1, mostra as caracteristicas dos individuos da amostra. Foram
excluidas 1 crianca do grupo de 2 a 2,5 anos e 3 criancas do grupo de 5 a 5,5
anos, devido a insuficiéncia de amostra de saliva para realizacdo de todos os

testes.
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Grupos Meninos Meninas Total

n(%) Fluxo salivar (ml/min) | n (%) | Fluxo salivar

(ml/min)
2min. 1min.30s 2min. | 1min.30s

0 a 6/|28% 2.2 0.7 72% 2.3 2.0 25
meses
2 a 25[375% |1.1 0.2 62.5% | 2.2 15 24
anos
5 a 55(59.09% | 3.1 0.3 40.9% | 1.5 1.6 22
anos

Em todas as amostras coletadas de saliva, foram encontrados SIgA

salivar anti-dentina. Além de estarem presentes em todas as idades, foi

observado um decréscimo destes niveis em relagdo ao avango da idade, sendo

gue os maiores niveis de anticorpos SIgA anti-dentina foram observados em

recém nascidos de 0 a 6 meses de idade, e 0s niveis mais baixos nas amostras

do ultimo grupo, de criancas de 5 anos a 5 anos e meio.(figura 1).

2.0

154

450 O.D.

1.0-

0.0

SIgA Anti-EDH

*%*

=

1

0aé6 r'neses 2a 2,5l anos 5a 5,‘:!» anos

Idade

Figura 1. Niveis de anticorpos SIgA salivar anti-dentina, expressos em

densidade o6ptica (0.D.) em amostras de saliva de criancas diferentes faixas

etarias. ** P < 0.01, em relacdo ao grupo de 0 a 6 meses (teste de Dunn).
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Os niveis de IgA salivar total revelaram que ocorre o aumento da
concentragéo de anticorpos salivares nas criancas de 2 a 2,5 anos e de 5 a 5,5
anos (figura 2).

SlgA total

0.8- .
0.6- T
E —— ——
c
[=}
2 0.4
a
()
0.2-

L] — =
0.0

0aé6 rlneses 2a 2,Fl> anos 5a 5,5: anos
Idade

Figura 2. Niveis de anticorpos SIgA total em saliva de criancas de
diferentes faixas etéarias. ** P <0.01 e * P <0.05, em relacdo ao grupode 0 a 6

meses (teste de Dunn).

3 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo que demonstra a existéncia autoanticorpos
SIgA contra o-extrato dentinario humano em criancas de 0 a 5 anos de idade,
antes da erupcao dentéria e reabsorcdo de dentes deciduos. O estudo ainda
demonstra que os autoanticorpos salivares contra a dentina parecem diminuir

em concentracdo, no periodo de exfoliacdo dos dentes deciduos.

Alguns autores sugerem que o traumatismo dentario estimularia a
producdo de SIgA anti extrato dentinario, estimulando o processo de
reabsorcdo radicular (Hidalgo, 2001). Postula-se que a susceptibilidade a
reabsorgéo radicular pode ser associada a respostas auto-imunes contra as

proteinas da matriz de dentina, com base na evidéncia de que os anticorpos
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anti-dentina podem ser detectados nas lesdes de reabsorcdo radicular
produzidas experimentalmente em ratos e nas lesbes observadas em
pacientes traumatizados com reabsorc¢éao radicular ( Wheeler e Stroup , 1993;
Consolaro , 2005; Hidalgo et al, 2005). No entanto, nossos resultados
demonstram que os autoanticorpos SIgA estao presentes constitutivamente na
saliva de criancas sem evidéncia de reabsorcao fisioldgica e que nao sofreram
traumatismo dentério. Estes resultados, corroboram os resultados de Ramos et
al., 2011, que também observaram niveis elevados de anticorpos anti-dentina
em pacientes saudaveis, sem evidéncias de reabsorcao dentaria na denticdo

permanente e sem historia de traumatismo dentario.

Niveis elevados de anticorpos anti-dentina sdo encontrados na saliva e
soro de pacientes susceptiveis a reabsorcdo dentaria ortoddntica, sugerindo
gue uma resposta imune humoral contra antigenos proprios esteja envolvida no
desenvolvimento das lesfes (Ramos et al., 2011). Hidalgo, 2005, ainda afirma
gue titulos elevados de anticorpos anti-dentina sdo observados durante o
processo de reabsorcao radicular inflamatoria externa em soro de pacientes
gue sofreram traumatismo de dentes permanentes (Hidalgo et al., 2005).
Outros estudos ainda indicam que o extrato dentinario humano é capaz de
induzir uma resposta imunolégica, demonstrando que a dentina pode ser
reconhecida como um auto-antigeno (Wheeler e Stroup, 1993; Hidalgo, 2001,
Consolaro, 2005; Ramos et al., 2011). No entanto, o papel destes anticorpos
nos mecanismos de reabsorcdo fisiolégica ou patolégica ainda sao

desconhecidos.

Curiosamente, Ramos e colaboradores (2011) observaram a modulagéo
negativa dos niveis salivares de anticorpos SIgA durante a fase ativa da
reabsorcdo em pacientes submetidos a tratamento ortodontico.Em estudos
experimentais, niveis mais baixos de anticorpos circulantes contra a dentina
foram observados nos ratos onde foi induzida a reabsorcdo dentaria
experimentalmente (Wheeler and Stroup, 2000). Em nosso estudo, 0s
pacientes que estavam em fase de reabsorcao fisiologica apresentaram niveis
mais baixos de anticorpos SIgA anti-dentina, em relagao ‘as criangas em fase

pré-eruptiva e em idade de 2 a 2,5 anos.
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A presenca de auto-anticorpos podem ndo causar reabsorc¢ao radicular,
uma vez que a agressao auto-imune ocorre somente quando os antignios de
tecido sdo acessiveis a receptores especificos do sistema imune e ha
estimulos co-estimuladoras (Janeway et al.,, 2006). Segundo Ramos, 2011,
foram encontrados anticorpos slgA séricos contra os componentes de dentina
naturalmente, ou seja, sem a presenca de sinais radiograficos de reabsorcao
dentaria, traumatismo, lesdes periodontais ou endodénticas.. Seixas, 2011,
relata que individuos que apresentaram historia de traumatismo da denticao
decidua apresentaram perfil inverso de auto-anticorpos SIgA anti-dentina.
Segundo o autor, o desenvolvimento de reabsorcdo de incisivos permanentes
poés-tratamento ortoddntico estava associado a niveis mais baixos de
anticorpos anti- extrato dentinario nos pacientes que apresentaram trauma na
denticdo decidua (Seixas, 2013). Os resultados de Seixas e colaboradores
(2013) sugerem que eventos ocorridos durante o desenvolvimento da denticéo
decidua podem modular a resposta imune local a dentina. No entanto, os
nossos resultados demonstram que o desenvolvimento da autoimunidade por
anticorpos salivares contra a dentina € um fenbmeno que ocorre de forma

independente da presenca de trauma.

O presente estudo sugere que a SIgA salivar anti-dentina esta presente
desde o nascimento do individuo, sendo assim, pode-se afirmar que esta é
uma imunoglobulina natural, e que portanto seu aparecimento ndo esta
vinculado ao traumatismo dentario na denticdo decidua ou permanente. Ainda,
o perfil de desenvolvimento destes anticorpos parece néo ser dependente do
desenvolvimento da imunidade secretora salivar, uma vez que as criancas
apresentaram perfil de desenvolvimento de anticorpos totais semelhante ao

observado por outros autores (Fageras et al., 2011).

A queda dos niveis de SIgA salivar anti-dentina em relacdo ao
desenvolvimento etario e imunolégico, que a presenca destes anticorpos pode
refletir um papel regulador do sistema imune sobre a a reabsorcao dentinaria
fisiol6gica, fato este que deve ser mais estudado. A reducdo dos niveis de

anticorpos pode estar associado a um fendmeno de auto-tolerancia aos
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antigenos apresentados a mucosa do trato digestivo (referencias) ou a

formacdo de complexos de antigeno e anticorpo na saliva.
4 CONCLUSAO

E possivel concluir que a SIgA salivar anti-dentina é uma imunoglobulina
presente na saliva que se desenvolve de forma independente da reabsorcéo
dos dentes deciduos e e sua concentracdo salivar tende a diminuir préximo a
idade de exfoliagdo dentinaria decidua, onde ocorre a reabsor¢cdo dentinaria
fisiologica.
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6 APENDICE

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA
Investigagdo dos niveis de SIgA salivar anti-dentina em criancas de 0 a 5 anos de idade
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Prezado(a) participante,
Este projeto de pesquisa pretende conhecer a condicao de salde bucal e colher uma amostra de
saliva de criancas que sdo atendidas na Bebé-Clinica da UEL.

Serd realizada uma analise do prontuario do seu filho correspondente ao periodo em que é
atendido na Bebé-Clinica, uma entrevista sobre sua condi¢do de satde e um exame clinico
bucal. Todos esses procedimentos sdo simples, rapidos e indolores, ndo existem riscos ou
desconforto, e os procedimentos realizados seréo gratuitos.

Sua participacdo é voluntaria, cabendo-lhe direito de desisténcia, se assim o quiser, sem
ocasionar nenhum Gnus para sua pessoa.

Os pesquisadores asseguram que todos os dados coletados serdo mantidos em sigilo e
comprometem-se a fornecer aos entrevistados todas as informacdes obtidas durante o estudo,
bem como orientacBes sobre cuidados com saude bucal. Os dados obtidos serdo utilizados de
forma global para fazer uma pesquisa cientifica, incluindo posterior publicagdo dos resultados
em dissertacoes, teses, revistas e livros especializados.

Suas duvidas poderao ser esclarecidas com a pesquisadora Solange de Paula Ramos pelo
telefone 3371-4327, professora do Departamento de Histologia da Universidade Estadual de
Londrina. Para qualquer esclarecimento quanto aos aspectos éticos desta pesquisa, pode ser
contatado o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos/Hospital Universitario da
Universidade Estadual de Londrina (registro CONEP 268) 3371-2490.

Foi-me explicado que a referida pesquisa ndo implicard em danos a satde de meu filho, sendo
s0 para 0 momento, ratifico minha autorizacéo.

B, ettt bR et r ettt , estou consciente
do acima exposto e concordo plenamente com minha participacao e autorizo a participacdo do

nesta pesquisa.

Londrina, ........ [0 TR de 20......

Assinatura do responsavel

Assinatura da pesquisadora




7 ANEXQOS

g

Universidade PARANA
== FEsiadual de Londrina e
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

Universidade Estadual de Londrina
Registro CONEP 5231

Parecer CEP/UEL: 096/2013

CAAE:  17827813.9.0000.5231 ) __ 1
Data da Relatoria:  20/06/2013

~_Pesquisador(a):  Solange de Paula Ramos
Unidade/Orgao: 7 CCisTbierbVair‘t;memo de Histologia

Prezado(a) Senhor(a):

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina” (Registro CONEP 5231) — de acordo com as
orientacdes da Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude/MS e Resolucdes
Complementares. avaliou o projeto:

“INVESTIGAGAO DOS NIVEIS DE SIgA SALIVAR EM CRIANGAS DE 0 A 5 ANOS |
DE IDADE”

Situagao do Projeto: Aprovado

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificagdo que ocorra
no desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL, via
Plataforma Brasil, relatorio final da pesquisa.

Londrina, 24 de junho de 2013.

Profa. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina

Campus Universitirio: Rodovia Ceiso Garcia Cid (PR 445). Km 350 - Fone (43) 3371.4000 - PABX - Fax 332§-4440 - Caixa Postal 6001 - CEP $6051-990 - Internet http:/www.uelbr
LONDRINA - PARANA - BRASIL

Foem. Codige 11.764 - Formato A% (21(r247
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Londrina, 17 de maio de 2013.

Ao Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de
Londrina

Declaro para fins de desenvolvimento de Pesquisa Cientifica, que eu Prof. Dr. Antonio
Ferelle, Coordenador da Clinica de Especialidades Infantis / Bebé Clinica / Universidade
Estadual de Londrina, estou ciente e de acordo com os procedimentos a serem realizados no
Projeto de Pesquisa “Avaliagdo dos niveis de slgA salivar em criangas de 0 a 5 anos” . Declaro
que os procedimentos de coleta poderdo ser realizados nos pacientes atendidos pela Clinica de
Especialidades Infantis / Bebé Clinica / Universidade Estadual de Londrina, respeitando o prazo
estabelecido no projeto e apés aprovagdo dos procedimentos pelo Comité de Etica da
Universidade Estadual de Londrina.

Atenciosamente

Prof. Dr. Antdnio Ferelle

Prof. Dr. Antonio Ferelle - CRO-PR 3431
Coordenadord5%¢fhica de Especialidades Infantis / Bebé Clinica

Centro de Ciéncias da Satde

Universidade Estadual de Londrina
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