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RESUMO

A Amelogénese Imperfeita (Al) € uma doenga rara do esmalte dental que afeta a denti¢cao
decidua e a permanente com a mesma severidade, acarretando problemas mastigatorios,
problemas de autoestima e demanda de tratamento complexo de longo-prazo. Uma série de
inovadoras plataformas de diagndstico salivar com menor produgao de residuos, menor custo,
nao-invasiva e sem utilizagdo de reagentes tem potencial aplicagdo para doengas orais e
sistémicas. Nossa hipotese € de que uma plataforma biofotbnica no infravermelho possa
detectar caracteristicas unicas no espectro salivar de pacientes com amelogénese imperfeita.
Desta forma, neste estudo investigou-se a utilizagdo da saliva aplicada em plataforma de
espectroscopia de reflexdo total atenuada no infravermelho com transformada de Fourier
(ATR-FTIR) acoplada a algoritmos de aprendizado de maquinas pode ser utilizada na triagem
diagndstica de pacientes com Amelogénese Imperfeita. Este estudo-piloto com 06 pacientes
com Amelogénese Imperfeita e 06 sujeitos saudaveis, sem antecedentes de nenhum tipo de
alteracdo do esmalte dentario e pareados por género e idade. A saliva completa nao
estimulada foi coletada em tubos de polipropileno estéreis, com pelo menos 1 hora de jejum
alimentar e auséncia de escovacao dentaria. Posteriormente, foram armazenadas e
congeladas a -80°C. O presente estudo teve como objetivo comparar os modos vibracionais
salivares entre pacientes com Al e controles pareados usando espectroscopia ATR-FTIR
acoplada a analise discriminante linear (LDA), Random forest e algoritmos de maquina vetorial
de suporte (SVM). A classificacdo dos espectros de infravermelho salivar por LDA mostrou
uma sensibilidade de 83%, especificidade de 67% e acuracia de 75% entre Al e controles
pareados. O algoritmo SVM discriminou a Al com sensibilidade de 100%, especificidade de
83% e acuracia de 92%. A area espectral entre 1300 cm™ a 1200 cm™' pode ser considerada
uma area espectral de infravermelho salivar pré-validada como um potencial biomarcador para
triagem de Al. Em resumo, a espectroscopia ATR-FTIR acoplada a algoritmos de aprendizado
de maquina apresenta potencial para ser aplicada na discriminagao de Al pela saliva como

ferramenta de triagem adicional em ambientes odontoldgicos

Palavras-chave: Amelogénese Imperfeita, saliva, ATR-FTIR, biomarcadores



ABSTRACT

Amelogenesis Imperfecta is a rare disease of the dental enamel that affects both primary and
permanent dentition with the same severity, causing masticatory and self-esteem problems and
demanding complex and prolonged treatment. Successful treatment depends on early
detection and intervention. A series of innovative salivary diagnostic platforms with lower waste
production, lower cost, and non-invasive and reagent-free use have potential applications for
oral and systemic diseases. In this study, we evaluate the potential of ATR-FTIR associated
with artificial intelligence algorithms to discriminate amelogenesis imperfecta from matched
healthy controls. The pilot study included 06 patients with Amelogenesis Imperfecta and 06
controls matched by gender and age, previously healthy and with no history of any type of
dental enamel alteration. Whole unstimulated saliva was collected in sterile polypropylene pots
at least 1 hour after feeding or tooth brushing. Subsequently, they were stored and frozen at -
80°C. The present study aimed to compare salivary vibrational modes between Al patients and
matched controls using ATR-FTIR spectroscopy coupled with linear discriminant analysis
(LDA), Random forest and support vector machine (SVM) algorithms. Classification of salivary
infrared spectra by LDA showed a sensitivity of 83%, specificity of 67%, and accuracy of 75%
between Al and matched controls. The SVM algorithm discriminates Al more than matched
controls with 100% sensitivity, 83% specificity, and 92% accuracy. The spectral area between
1300 cm' to 1200 cm™' can be considered a pre-validated salivary infrared spectral area as a
potential biomarker for Al screening. In summary, ATR-FTIR spectroscopy coupled with
machine learning algorithms can be used on saliva samples to discriminate Al and can be

further explored as an additional screening tool for Al in dental settings.

Keywords: Amelogenesis Imperfecta, saliva, ATR-FTIR, biomarkers
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Delineamento do manuscrito da dissertacao

Esse trabalho discorre sobre o desenvolvimento de analise salivar de baixo custo, n&o
invasiva e precisa para a triagem diagnostica da Amelogénese Imperfeita com o auxilio de

algoritmos de inteligéncia artificial.

A plataforma biofotdnica visa testar a hipétese de que modos vibracionais de infravermelho
associados a algoritmos de Inteligéncia Artificial possam ser usados para discriminar pacientes
com Amelogénese Imperfeita em comparagdo com pacientes saudaveis utilizando a saliva

como fluido diagndstico.

O texto se inicia com uma introdugao geral sobre a Amelogénese Imperfeita, a andlise da
saliva como método diagndstico e a apresentagao dos resultados da pesquisa. Ao final, esta

apresentada uma discussao e conclusao sobre o tema e as perspectivas de novas pesquisas.

A dissertacdo se apresenta no formato de tese incluido um artigo submetido para
publicacdo em periddico internacional visando alcancar o0 maior numero de pessoas por meio

da divulgacéo cientifica.
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1 INTRODUGAO

A Amelogénese Imperfeita (Al) € uma doenga rara que compreende um grupo complexo
de alteragdo hereditaria na formagdo do esmalte e afeta todos os dentes de ambas as
denticdes, decidua e permanente (CRAWFORD, ALDRED, BLOCH-ZUPAN 2007. E um
disturbio que apresenta comprometimento quantitativo e ou qualitativo da formacao e
deposicdo de esmalte nos dentes e nao possui um tratamento padrao disponivel até o
momento. A condi¢cdo surge devido a mutagbes em multiplos genes, associadas a secregao e
funcdes prejudicadas das proteinas da matriz do esmalte, proteases da matriz do esmalte,
proteinas de adesao célula-célula e matriz celular e proteinas de transporte (SMITH et al.,
2017).

Dados sugerem que a prevaléncia de Al seja bastante variavel, em diferentes
populagdes, variando de 1.700 a 14.000 individuos (CRAWFORD; ALDRED; BLOCH-ZUPAN,
2007). Entretanto, dados recentes sobre a prevaléncia desta anomalia sdo escasos ou
inexistentes (MANTON, 2020), uma vez que o diagndstico se limita apenas ao histérico familiar
e observagao clinica meticulosa, sem diagnostico genético.

Outros achados clinicos associados em pacientes com Al incluem: maior
susceptibilidade a carie, sensibilidade, perda de dimensao vertical, ma ocluséo dentaria e
comprometimento estético (CANGER et al., 2010). A Al também pode estar associada a atraso
na erupcgao dos dente, calcificagao pulpar e taurodontismo (YIP; SMALES, 2003).

Dependendo do fenétipo clinico, a Al pode ser classificada em cinco tipos: Hipoplasica,
Hipocalcificado, Hipomaturo, Hipomineralizado e Hipoplasico ou Hipomaturo associado ao
taurodontismo (SMITH et al., 2017; CHAUDHARY et al., 2021). O padrao de heranga genética
da Al pode ser autossOmica recessiva (AR), autossémica dominante (AD), ligada ao X (XL) e
dominante ligada ao X (XLD) (CRAWFORD PJM et al., 2007; SMITH et al., 2017).

Na amelogénese do tipo hipoplasica ocorre deficiéncia na quantidade de esmalte. As
lesdbes podem aparecer de maneira puntiformes ou dispersas na superficie do esmalte
resultante de uma deposicao inadequada de matriz do esmalte. Na amelogénese imperfeita
hipocalcificada, o esmalte é constituido por uma matriz normal, mas insuficientemente
mineralizada, afetando o desgaste e a anatomia dentaria (CRAWFORD; ALDRED; BLOCH-
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ZUPAN, 2007). Clinicamente caracteriza-se como dentes severamente desgastados,
sensiveis as questdes térmicas e possuem coloragdo marrom escuro (SMITH et al., 2017;
CHAUDHARY et al., 2021). A do tipo hipomaturada € associada a defeitos na deposigao final
dos cristais e na maturacao do esmalte, o que resulta em alteragcdo na coloragdo do esmalte
variando de branco-opaca a amarelo-marrom ou vermelho-marrom. A camada de esmalte tem
sua espessura adequada porém, ela pode ser muito facilmente destacada da camada
subjacente, a dentina (WRIGHT et al. 1992). O ultimo tipo envolve o esmalte hipoplasico ou
hipomaturado asociado ao taurodontismo (WIKTOP 1989).

Entretanto, além dos cinco tipos, a Al apresenta muitos subtipos e uma grande
variedade nos fenodtipos que acarretam dificuldade na sua classificagao e entendimento. A
correta identificacdo da mutagao assim como a compreensao da falha no desenvolvimento do
esmalte depende da possibilidade de realizacdo de testes genéticos e moleculares de alto
custo, na maioria das vezes inacessiveis para a populagdo. Almeja-se o desenvolvimento de
testes diagndsticos que possam ser utilizados préximos ao local de cuidado ao paciente,
inclusive em consultorios e locais fora da area técnica de um laboratério, por profissionais de
saude ou por pessoal capacitado (“Point of care testing — PoCT”; RDC n° 302/2005 — Anvisa).
Dessa forma, reforgca-se a necessidade de estabelecimento da relagdo entre as bases
cientificas e validagdes médicas e também de evolugao das tecnologias de analise.

O papel da saliva na protecao e manutencgao dos tecidos bucais esta bem estabelecido,
entretanto o interesse nesse fluido corporal como uma ferramenta de diagndstico e
monitoramento de condigbes bucais e sistémicas tem sido alvo de ascendente interesse
cientifico (LIU & DUA 2012, SLOWEY 2015, MIKKONEN et al. 2016, LIMA et al. 2020,
FERREIRA et al. 2020), especialmente quando aliada aos novos métodos de analise que
possibilitam a identificagdo precisa de substancias em tragos e pequenas quantidades
(RODRIGUES et al. 2017; PASCHOTTO et al. 2020).

A saliva é um fluido biolégico que permite auto-coleta, de forma nao-invasiva e indolor,
apresenta armazenamento simplificado e sem risco de coagulacao, apresenta menor risco de
contaminagdo quando em comparagdo ao sangue, nao necessita de equipamentos e
profissionais especializados para a sua coleta, pode ser coletada com maior frequéncia e é
possivel a realizacdo da coleta em praticamente todas as faixas etarias e tipos de doencas
(PFAFFE et al., 2011).
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A saliva apresenta em sua constituigao, 99% de agua e 1% de moléculas organicas e
inorgénicas que compreendem amilases, mucinas, calcio, fosfato, acido carbdnico, proteinas
ricas em prolina, lisozimas, lactoferrina, peroxidases, aglutininas e histidina, imunoglobulinas
A, G e M (IgA, 1gG e IgM), além de componentes do fluido crevicular, remanescentes de
alimentos, microorganismos e células da mucosa oral descamada (LLENA-PUY 2006). Seus
componentes participam da lubrificagédo, atividade antimicrobiana, digestdo, homeostase do
fosfato de calcio, remineralizacdo do esmalte, entre outras funcbes (SABINO-SILVA et al.,
2012) . A saliva € um fluido complexo contendo varias enzimas, eletrolitos, proteinas, acidos
nucleicos, horménios, citocinas, anticorpos e cerca de 700 espécies de microorganismos
(DAWES; WONG, 2019; RUHL, 2012; TABAK, L.A., 2007; WEI. F.; WONG, DTW, 2012).

As alteracdes especificas nestes componentes salivares foram utilizadas para o
diagndstico nédo invasivo de varias doengas sistémicas como por exemplo: doengas
oncolodgicas, doengas de pele, doengas renais (RODRIGUES et al.2022), doengas da cavidade
oral (BEL'SKAYA e SARF (2021), cancer de mama (ZHANG et al., 2010, FERREIRA et al.,
2020), diabetes mellitus (CAIXETA et al., 2020, BEL'SKAYA e SARF 2021). Dessa forma, fica
evidente a importancia da composigcao salivar e da composicao aquosa que dilue este fluido,
podendo ser um indicador dos niveis plasmaticos de varias substancias investigadas em
doencas orais e sistémicas.

Nao ha um modelo ou critério uniforme estabelecido para a coleta de saliva, assim,
algumas variagdes de resultados sao encontradas devido a influéncia do método de coleta na
quantificacdo dos componentes presentes na saliva (YOSHIZAWA et al., 2013;
CHOJNOWSKA et al., 2017). Porém, essa limitacdo é reduzida em comparagao a diversas
vantagens do uso da saliva como fluido diagnéstico para diversas patologias. (REZNICK et al.,
2006; BALAJI et al., 2017).

O diagndstico salivar € um campo de investigacdo que busca ser uma alternativa aos
testes sorologicos, podendo permitir auto-coletas nao invasivas e rapidos. Diversos testes
salivares indicaram potencial para analise de alta acuracia, entra elas espectroscopias tema
apresentando destaque. A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
acoplada a sistema de reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) tem sido utilizada em fluidos
salivares, especialmente aplicada com propésitos diagndsticos (SLOWEY 2015; RODRIGUES
et al. 2017).
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A espectroscopia ATR-FTIR é um método analitico que permite a deteccdo molecular
de componentes inclusive em biofluidos. Considerando que uma molécula € determinada pela
sua estrutura unica, cada biomolécula exibira um espectro ATR-FTIR unico, representando o
modo vibracional dessa ligagdo estrutural (SEVERCAN et al., 2010; OJEDA e DITTRICH,
2012) .

A espectroscopia ATR-FTIR permite investigacdo rapida e eficiente de multiplos
marcadores a partir do metaboloma de uma amostra completa (PASCHOTTO et al. 2020) e é
utilizada para estudar a interacdo da luz com materiais biologicos (MORAIS et al. 2019).

Na espectroscopia ATR-FTIR a radiagdo emitida por uma fonte de radiagao
infravermelha passa por um interferémetro antes de incidir na amostra, possibilitando que a
radiagdo nao absorvida pela amostra seja captada por um detector, gerando um grafico da
intensidade em fungdo do deslocamento do espelho mével, chamado de interferograma. A
aplicacao da transformada de Fourier permite a transformagdo em um gréafico que representa
a quantidade de radiagao detectada em fungao da frequéncia da radiacdo, chamado de
espectro. Conhecendo a frequéncia da radiagao absorvida, € possivel identificar a molécula
responsavel pela absorcdo (BENETTI 2014). A complexidade e o conjuntos de dados
espectrais garantem analise multivariada para redugéo de dados, interpretagao e classificagao
através de uma variedade de algoritmos computacionais (MORAIS et al. 2020, KELLY et al.
2011).

A ATR-FTIR também pode ser aplicado para a triagem diagndstica de doengas orais e
sistémicas apresentando vantagens atrativas como: sustentabilidade, custo-beneficio,
facilidade de uso, agilidade na liberagao de resultados e nao destrutivo (CAIXETA et al., 2020,
PMID: 32182246, PARASKEVAIDI; MORAIS; RAGLAN; LIMA et al., 2018; SALA;
ANDERSON; BRENNAN; BUTLER et al., 2020). Na saliva, os componentes moleculares
detectados séo lipidios, proteinas, acidos nucléicos (DNA / RNA), carboidratos e derivados
glicidicos (LILO; MORAIS; ASHTON; PARDILHO et al., 2020). Diversos estudos demostraram
a capacidade do ATR-FTIR em discriminar varios tipos de cancer em relagdo a individuos
controle saudaveis usando sangue e tecidos (SALA; ANDERSON; BRENNAN; BUTLER et al.,
2020; RODRIGUES et al., 2021). E outros estudos também demonstraram que o ATR-FTIR foi
capaz de discriminar cancer de mama usando amostras de saliva (FERREIRA et al., 2020;
RODRIGUES et al., 2020). Desta forma, Esse método tem sido utilizado em analises de
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tecidos, fluidos biologicos e células (BAKER et al. 2014). A combinagéo da aplicagao da saliva
na plataforma ATR-FTIR traz inumeras perspectivas de contribuir com o diagnostico e
monitoramento de condigdes bucais e sistémicas pela identificacao precisa de substancias e
marcadores bioquimicos, trazendo aplicagdes bioldgicas e principalmente clinicas de interesse
da Odontologia (LILO; MORAIS; ASHTON; PARDILHO et al., 2020).
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2 JUSTIFICATIVA

A utilizagdo da saliva como método para diagnéstico rapido de infecgdo da COVID-19
ampliou as perspectivas de uso desse fluido corporal por apresentar marcadores bioquimicos.
A espectroscopia ATR-FTIR apresenta elevado potencial para testes de triagem diagnéstica
em grande escala pois se mostrou efetiva para identificar moléculas especificas em pequenas
amostras de tecidos mineralizados e de fluidos corporais, das quais a saliva apresenta
vantagens como auto-coleta, ndo invasiva e sem coagulagdo. O método pode contribuir para
analise mais abrangente da saliva e o reconhecimento do potencial espectro especifico de
diferentes patologias orais e sistémicas.

Destaca-se a evolugao do potencial de aplicagao tecnolégica da ATR-FTIR com sua
associagdo com Bioinformatica e algoritmos de aprendizado de maquinas para analise
computacional dos espectros, que encontram-se em ampla utilizagcdo em pesquisas no
Laboratério de Genética Celular e Molecular do Departamento de Genética, Ecologia e
Evolucao do ICB-UFMG sob a expertise do Prof. Dr. Vasco Ariston de Carvalho Azevedo. Essa
tecnologia apresenta inumeras possibilidades de pesquisas translacionais na area da saude e
pode contribuir com a melhoria diagnéstica em diversas situagdes clinicas.

Dessa forma investigamos em um estudo piloto, o potencial de contribuicdo da ATR-
FTIR associada com algoritmos de aprendizado de maquina para triagem diagndstica da
Amelogénese Imperfeita, uma condigdo bucal desafiadora para o cirurgido-dentista tanto em
seu diagndstico como terapéutica.

A Amelogénese Imperfeita (Al) representa um grupo de condi¢gdes hereditarias de

grande heteregenicidade clinica e genética, caracterizada por afetar o esmalte dentario de
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todos os dentes (NG & MESSER, 2009; SMITH et al. 2017). Insuficiente depdsito de proteinas
e modificagdo nos cristais resultam em um esmalte patologicamente fino, poroso ou
quebradico com estética pobre, gengivite e sensibilidade exacerbada em alguns casos. A
analise da saliva que envolve os dentes estruturalmente e molecularmente alterados pela Al
pode mostrar marcadores ndo s6 orais como também sistémicos envolvidos e contribuir com
a identificacdo individual da manifestacdo fenotipica e com a estratégia do tratamento
odontoldgico.

O diagnéstico salivar € um campo emergente para a implementacéo da tecnologia verde
conhecida como “Point-of-care” (PoC), uma inovagéao tecnolégica de baixo custo, ndo invasiva
(utiliza-se a saliva como fluido diagndstico), coleta raida e segura. No Brasil, a tradugao
adotada oficialmente para este tipo de produto é conhecida como Teste Laboratorial Remoto
(TLR). Apesar das diferentes nomenclaturas, PoCT e TLR sao conceitos semelhantes.
Utilizando a tecnologia, podemos utilizar o equipamento de PoCT para desenvolvimento de
diagndstico e caracterizagcdo da Al. Analises abrangentes da saliva, especialmente as
mudangas composicionais biomoleculares, podem contribuir para a compreensdo da
fisiopatologia oral e fornecer uma base para o reconhecimento de potenciais espectros

especificos de diferentes transtornos.
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3 HIPOTESES

H1- Condigbes bucais como a Amelogénese Imperfeita podem ter um espectro de
bioimpressao digital proprio identificado na saliva.
HO - Condigdes bucais como a Amelogénese Imperfeita, ndo apresentam um espectro de

bioimpressao digital proprio identificado na saliva.
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4 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho € o de avaliar o potencial da espectroscopia ATR-FTIR
associada a algoritmos de aprendizado de maquinas para discriminar a amelogénese

imperfeita por meio da saliva de sujeitos controle saudaveis.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como objetivos especificos buscou-se:

v Detectar perfil molecular da saliva por meio de ATR-FTIR entre os grupos do estudo e
analisar os dados obtidos das areas das bandas e modos vibracionais do espectro salivar
de pacientes portadores de amelogénese imperfeita em comparagdao com os pacientes

saudaveis.

v' Avaliar e discriminar a plataforma espectroscépica de amostras salivares de pacientes

saudaveis e com amelogénse imperfeita por meio de algoritmos de inteligéncia artificial.

v Avaliar o potencial diagnéstico destes possiveis biomarcadores espectrais da saliva.
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5 METODOLOGIA

Desenho do estudo:
Tratou-se de um estudo inédito e preliminar de natureza exploratoria, transversal e de

abordagem quantitativa, de acordo com os objetivos gerais e especificos.

Aspectos legais e éticos:

O estudo seguiu as normas nacionais e internacionais de ética em pesquisa envolvendo
seres humanos (CAAE: 59154622.8.0000.5149).

Os pacientes diagnosticados clinicamente com Amelogénese Imperfeita atendidos em
um Projeto de Extensdo na FAO-UFMG, destinados a pessoas com defeitos da odontogénese
foram convidados a participar mediante concordancia e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e Termo de Assentimento (Anexos), em conformidade com

a resolucéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude.
Amostras
A metodologia amostral envolveu 4 etapas: coleta e preparo da amostra, aquisi¢cao

espectral, pré-processamento e analise computacional (KELLY et al. 2011)

Parte 1 - Coleta da saliva e preparo da amostra

As amostras de saliva total, ndo estimulada foram coletadas individualmente em local
arejado e com o minimo de 1 hora apés o participante ter realizado alimentagdo ou escovagao
dentaria.

Os voluntarios foram instruidos a permitir que a saliva se acumule na boca e entao a
deposita-la passivamente diretamente no frasco coletor (tubo de polypropileno de 20 mL,
Axygen do Brasil, SP, Brasil). As amostras foram identificadas e estocadas sob refrigeragéao
(-80° C) até serem processadas.

Foram 2 grupos experimentais:
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Grupo 1 — 06 participantes do Projeto de Extensdo da FAO-UFMG- SIEX 403090 (Diagnostico
e Tratamento Interdisciplinar de Defeitos da Odontogénese) e que apresentem a doenga

genética hereditaria Amelogénese Imperfeita

Grupo Controle - 06 participantes saudaveis, pareados por idade e sexo com auséncia de

Amelogénese Imperfeita ou de qualquer outra alteracdo de desenvolvimento dentario

Parte 2 — Processamento e obtencao dos espectros

Para a analise no FTIR, 10 pyL da saliva previamente descongelada e homogeinizada
foram depositados sobre disco circular derivado de aluminio que permite aplicagdo em larga
escala com auxilio de uma micropipeta graduada (Eppendorf Research Plus pipette, Eppendorf
AG) e em seguida, secos e desidratados a 80°C em chapa aquecedora digital de ceramica
pelo periodo de 5 minutos (SolidSteel. Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). (FIGURA 1)

Os espectros salivares infravermelhos foram coletados em um espectrémetro FTIR
Benchtop System Cary 630 FTIR (Agilent Techonologies Santa Clara, CA, EUA) (FIGURA 2)
conectado a um dispositivo de reflectancia total microatenuada (ATR) entre 4000 cm™' a 650
cm™’. Um diamante foi usado para produzir o elemento de reflexdo interna aplicado no sistema
ATR. Amostras de saliva foram inseridas em um disco de aluminio para andlise de alto
rendimento para realizar analise de infravermelho. A analise de alto rendimento é fundamental
para a implementagcdo do ATR-FTIR em ambientes de laboratorios biomédicos para analises
clinicas. O reduzido background promovido pela interferéncia espectral infravermelha do
aluminio e suas caracteristicas sustentaveis oferece um potencial dispositivo de baixo custo
para analises de alto rendimento. Todas as amostras salivares de pacientes Al e sujeitos
controle foram registradas em duplicata. O espectro do ar foi considerado como background
em todas as analises de amostras ATR-FTIR. Os espectros e o fundo da pelicula salivar foram

capturados com resolucédo de 4 cm™ e 32 varreduras.
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// CHAPA AQUECEDORA
DIGITAL DE CERAMICA

>

SolidSteel

FIGURA 2 - FTIR Benchtop System Cary 630 FTIR (Agilent)

Parte 3 e 4 — Analise computacional do Espectro Infravermelho, Processamento e

Classificacao

A analise dos dados do espectro infravermelho salivar foi dividida em pré-
processamento e classificacdo. A etapa de pré-processamento consistiu em agregacao,
selecao de atributos e transformacao de dados. A média aritmética das trés leituras espectrais
de cada amostra foi realizada de forma agregada. Os dados espectrais foram truncados para
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selecionar apenas em (1300-1200 cm™).) ou na regi&o da impresséo digital (1800-900 cm™").
Além disso, aplicamos parametros de pré-processamento selecionados antes da aplicacéo de
algoritmos de aprendizado de maquina.

As classificacbes com cada parametro de pré-processamento foram testadas com
algoritmos de aprendizado de maquina, entre eles: Analise Discriminante Linear (LDA),
Random Forest e Support Vector Machine (SVM). As amostras foram divididas em 6 amostras
com uma interacéo; 5 amostras foram usadas para treinar o algoritmo e uma exclusivamente
para teste. O desempenho preditivo do LDA e SVM foi indicado apds validagcédo cruzada com
estratificacbes de cinco vezes. Além disso, essa estratégia foi repetida trés vezes com
mudangas nas configuragées da amostra em subconjuntos para estimar o desempenho real.
A sensibilidade ou taxa de verdadeiros positivos € a propor¢ao de positivos (amostras de Al)
classificados corretamente, e a especificidade ou taxa de verdadeiros negativos € a propor¢ao
de negativos (controles) que foram classificados corretamente. A acuracia é o numero total de

amostras classificadas corretamente considerando verdadeiros e falsos negativos.



27

ARTIGO ENVIADO PARA PUBLICAGAO

SALIVARY MOLECULAR SPECTROSCOPY COUPLED TO MACHINE LEARNING
ALGORITHMS: A RAPID AND NON-INVASIVE DIAGNOSTIC TRIAGE TOOL FOR
AMELOGENESIS IMPERFECTA

Felipe Morando Avelar!, Célia Regina Moreira Lanza 2, Sttephany Silva Bernardino®, Murillo

Guimardes Carneiro®, Vasco Ariston Carvalho de Azevedo °, Robinson Sabino-Silva®

! Professional Master's Student in Technological Innovation and the Intellectual Property Federal
University of Minas Gerais.

2 Department of Clinical, Pathology and Dental Surgery, Dental School, Federal University of Minas
Gerais.

3 Innovation Center in Salivary Diagnostic and Nanobiotechnology, Department of Physiology, Institute
of Biomedical Sciences, Federal University of Uberlandia, Minas Gerais, Brazil.

4 Faculty of Computing, Federal University of Uberlandia, Minas Gerais, Brazil.

> Department of Genetics, Ecology, and Evolution, ICB, Federal University of Minas Gerais, Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brazil.

*Corresponding Author:
Vasco Azevedo, DVM, M.Sc, Ph.D, Depto de Genética , Ecologia e Evolu¢dao, ICB/UFMG. Av.
Antonio Carlos,6627. Pampulha, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil. CP 486 CEP 31270-901,

Tel/FAX 00 55 31 3409 2610

ResearcherID: F-4315-2011 email: vascoariston@gmail.com



28

Abstract

Amelogenesis Imperfecta (Al) is a genetic disorder characterized by impaired amelogenesis and enamel
deposition on teeth. Al occurs due to mutations, especially in AMEL, ENAM, KLK4, MMP20, and
FAMS3H, associated with changes in matrix proteins, matrix proteases, cell-matrix adhesion proteins,
and transport proteins of enamel. Due to the wide range of phenotypes, the Al diagnosis is complex, and
a genetic test is required to characterize Al for better management. Therefore, there is a demand for
developing low-cost, non-invasive, and accurate platforms for Al diagnostics. Here, we tested the
hypothesis that some salivary vibrational modes obtained in attenuated total reflection-Fourier Transform
Infrared (ATR-FTIR) coupled with learning-machine algorithms could be used to discriminate Al from
control subjects due to changes in salivary components. The present study aimed to compare salivary
vibrational modes between Al patients and matched control subjects using ATR-FTIR spectroscopy
coupled to linear discriminant analysis (LDA), random forest, and supporting vector machine (SVM)
algorithms. The classification of salivary infrared spectra by LDA showed a sensitivity of 83 %,
specificity of 67%, and accuracy of 75% between Al and matched control subjects. The classification of
salivary infrared spectra by the Random forest algorithm showed a sensitivity of 67 %, specificity of
83%, and accuracy of 75% between Al and matched control subjects. SVM algorithm discriminates Al
more than matched-control subjects with a sensitivity of 100 %, specificity of 83%, and accuracy of 92%.
The spectral area between 1300 cm™ to 1200 cm™ can be considered a salivary infrared spectral area pre-
validated as a potential biomarker for IA screening. In summary, ATR-FTIR spectroscopy coupled with
machine learning algorithms can be used in saliva samples to discriminate Al and can be further explored

as an additional screening tool for Al in dental settings.

KEY WORDS saliva, salivary biomarkers, Amelogenesis Imperfecta, ATR-FTIR, clinical
spectroscopy.
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INTRODUCTION

Amelogenesis Imperfecta (Al) is a genetic condition characterized by impaired amelogenesis and
enamel deposition on teeth, and it has no available treatment. This rare condition occurs due to mutations
in at least five genes, AMEL, ENAM, KLK4, MMP20, and FAMS83H, related to matrix proteins, matrix
proteases, and cell-matrix adhesion proteins, and transport proteins of enamel (Smith et al., 2017, Gadhia
et al., 2012). The Al clinical phenotype can be classified by: reduced amount of enamel (hypoplasia),
deficient calcification (hypocalcification), poor enamel maturation (hypomaturation), or poor
mineralization (hypomineralization) (Smith et al., 2017; Chaudhary et al., 2021). Further, the inheritance
of Al can be Autosomal recessive (AR), Autosomal Dominant (AD), X-linked (XL), and X-linked
Dominant (XLD), which generate an overlapping of clinical symptoms and issues to an adequate
diagnosis and management of Al. The prevalence of Al is highly divergent worldwide, and some analysis
indicates 1 case per 718 people in Sweden and the other 1 per 14,000 people in the United States
(Hoppenreijs et al., 1998). Besides, the prevalence of Al in several countries, such as Brazil, is unknown.

Other non-exocrine sources mixed in saliva are desquamated epithelial cells, intact and blood
cell-derived components, and gingival crevicular fluid (Lundberg, 2012). Saliva is a complex biological
fluid with more than 3,000 proteins, thousands of different mRNA, hundreds of microRNAs, several
metabolites, and microorganisms. Bearing that saliva collection is a self-collect, convenient and
non-invasive method (Dawes, Wong, 2019, Caixeta et al., 2021), it is a promising alternative for
screening or applied in the diagnostic of genetic diseases. Saliva is derived mainly by acinar cells in
salivary glands in a process modified in ductal cells (Lundberg, 2012, Kazcor-Urbanowick et al., 2017).
In this context, it was shown that genetic variations in Al genes could be related to changes in calcium
and phosphorus salivary levels (Kuchler et al., 2017). The gene ESRRB can be expressed in salivary
gland tissue and during enamel development (Weber et al., 2014), indicating the relationship of classical
genes related to enamel with changes in salivary composition. Some salivary proteins were detected only
in patients with molar—incisor hypomineralization (Vieira, Modesto 2020).

A promising alternative to analyzing salivary components by a reagent-free, sustainable, and
rapid analysis is the application in the attenuated total reflection Fourier transform infrared
spectroscopy (ATR-FTIR) (Caixeta et al., 2021; Butler et al., 2019). This green technology platform
can detect vibrational modes derived from salivary components with high sensitivity and specificity
(Caixeta et al., 2020; Ferreira et al., 2020). The salivary spectra in the ATR-FTIR platform can

detect lipids; amide I; amide II; amide III of proteins; methyl vibrations from peptides; nucleic acids
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as RNA, and derivates from carbohydrates and glycans (Baker et al., 2014; Caixeta et al., 2021;
Rodrigues et al., 2016; Khaustova et al., 2010).

Here, we tested the hypothesis that some salivary vibrational modes obtained in attenuated total
reflection-Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR) coupled with learning-machine algorithms could be
used to discriminate Al from control subjects due to changes in salivary components. The present study
aimed to compare salivary vibrational modes between Al patients and matched control subjects by using
ATR-FTIR spectroscopy coupled to linear discriminant analysis (LDA) and supporting vector machine

(SVM) algorithms

MATERIALS AND METHODS

Study design
Six patients clinically and radiographically diagnosed with Al and six age- and gender-matched healthy
control were recruited from the Department of Dentistry at the Federal University of Minas Gerais.

Subjects gave written informed consent for the enrolment in the study (CAAE:

59154622.8.0000.5149).

Saliva collection

Saliva samples were collected using slight suction through a soft plastic catheter. No intentional
stimulation was used, although the presence of the soft plastic catheter is capable of slightly stimulating
the salivary flow. Saliva was collected for two minutes to minimize the stress. During the saliva collection
period, the subjects remained comfortably seated in a well-ventilated room. After the saliva collection,
samples were immediately stored at -80°C until the analysis (Siqueira et al.,2005; Siqueira et al.,2007;
Davidovich et al.,2010; Sousa et al.,2015). Participants were requested to abstain feed 1 h before the

saliva collection.

Chemical profile of unstimulated saliva by ATR-FTIR Spectroscopy

The infrared salivary spectra were collected in an FTIR Benchtop System Cary 630 FTIR
Spectrometer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) connected to a micro-attenuated total
reflectance (ATR) device between 4000 cm™ to 650 cm™. A diamond was used to produce the internal-

reflection element applied in the ATR system. Saliva samples were inserted into an aluminum disc for
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high-throughput analysis to perform infrared analysis. The high-throughput analysis is critical to ATR-
FTIR implementation in biomedical laboratory settings for clinical analysis. The little background
promoted by the infrared spectral interference of aluminum and its sustainable characteristics offers a
potential low-cost device for high-throughput analysis. Ten pl of saliva were dried on a hot plate at 80°C
under aluminum devices for 5 minutes. All IA and control samples were recorded in triplicate. The air
spectrum was considered as a background in all ATR-FTIR sample analyses. Salivary pellicle spectra

and background were captured with 4 cm™! resolution and 32 scans.

Spectra data evaluation procedures

The data analysis of salivary infrared spectral was divided into pre-processing and classification.
The pre-processing stage consisted of aggregation, attribute selection, and data transformation. The
arithmetic mean of the three spectral readings of each sample was performed in aggregation. The spectral
data were truncated to select only in (1300-1200) or in the fingerprint region (1800-900 cm™).
Furthermore, we applied selected pre-processing parameters before machine learning algorithms
applications.

The classifications with each pre-processing parameter were tested with machine learning
algorithms associated with Linear Discriminant Analysis (LDA), Random forest, or Support Vector
Machine algorithms (SVM). The samples were divided into 6 samples with one interaction; 5 samples
were used to train the algorithm and one exclusively to test. The predictive performance of the LDA and
SVM were indicated after cross-validation with 5 times stratifications. Furthermore, this strategy was
repeated 3 times with changes in the sample configurations in subsets to estimate the real performance.
The sensitivity or true positive rate is the proportion of positives (Al samples) correctly classified, and
the specificity or true negative rate is the proportion of negatives (Controls) that were correctly classified.

Accuracy is the total number of samples correctly classified considering true and false negatives.

RESULTS

The mean age was similar (p>0.05) in Al and control subjects (16£5.1 and 16+5.13 years old,
respectively). The gender was 50% male and 50% female in both Al and control subjects (Figure 1).



Table 1. Age and gender from patients diagnosed with Al patients and age- and gender-matched
healthy control subjects.
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Table 1 - Participating individuals clinically and radiographically diagnosed with Al and their controls

paired
Individual phenotype Genre Agee Probable Control
Affected (Al) Likely Inheritance
Pattern
D1 Al Type F 12 autosomal 12 year old girl
. . dominant without Al
hypomineralized
D2 Al Type M 12 autosomal 12 year old boy
hypoplastic recessive without Al
D3 Al Type M 13 Not determined 13 year old boy
. without Al
hypoplastic
D4 Al Type F 25 autosomal 24-year-old female
hypoplastic recessive without Al
D5 Al Type F 15 autosomal 15 year old girl
hypomineralized recessive without Al
D6 Al Type M 19 autosomal 20 year old male
hippomature recessive without Al
Samples Clinical and Genetic Age Gender
Diagnosis
All Al 12 F
Al2 Al 12 M
Al3 Al 13 M
Al4 Al 25 F
AlS Al 15 F
Al 6 Al 19 M
Cl Control 12 F
C2 Control 12 M
C3 Control 13 M
C4 Control 24 F
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C5 Control 15 F
C6 Control 20 M

Blood plasma infrared spectroscopy

The mean infrared spectra normalized by amide 1 in salivary spectra of control and Al samples
were presented in figure 1. The biofingerprint region (1800 cm™ — 900 cm™) can detect salivary

components such as proteins, lipids, DNA/RNA, and carbohydrates (Figure 1).
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Figure 1. Representative average ATR-FTIR original spectra (1800800 cm™) in control (blue) and Al
(red) samples.

The classification of LDA and SVM algorithms showed the discrimination of salivary infrared

spectra applied in Al and control samples. The best discrimination of the LDA algorithm was obtained
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using the 1300 to 1200 cm™ with 83% of sensitivity, 67% of specificity, and 75% accuracy. The best
discrimination of the SVM algorithm was obtained using 1300 to 1200 cm-1 with 100% sensitivity, 83%
specificity, and 92% accuracy (Table 2). The classification of salivary infrared spectra by Random forest
alghoritm showed a sensitivity of 67 %, specificity of 83%, and accuracy of 75% between Al and

matched control subjects.

Table 2. Machine learning algorithms are applied in salivary spectra to classify Al and control samples.

Algorithm Area Sensitivity Specificity Accuracy

Linear 1800-900cm’! 0.83 0.50 0.67
Discriminant 3
. 1300-1200cm 0.83 0.67 0.75
Analysis

Random forest 1800-900cm’! 0.67 0.83 0.75
1300-1200cm’! 0.67 0.83 0.75
Supporting 1800-900cm’! 1.00 0.67 0.83

Vector Machine

1300-1200cm’! 1.00 0.83 0.92

The loading plot with spectral wavenumbers responsible for discrimination of the best algorithm
between Al and control samples is represented in Figure 2. As an outcome, the loading plot changes
indicate the main salivary vibrational modes at 1708 cm™1, 1651 cm ™!, 1632 cm™, 1572 cm™!, 1556 cm ™,
1507 cm™!, 1403 cm™!, 1289 cm™!,1220 cm !, 1012 cm " and 980 cm™! as responsible for distinguishing
Al from age- and gender-matched healthy subjects. The tentative molecular assignments of each
vibrational mode selected to discriminate Al from age- and gender-matched healthy subjects were

described in table 3 (Movasaghi, Rehman, 2008).



35

Loading Plot
15 1012
0.4 1220
0.2
3
=
@
S
E 0.0 -
QO
=0.2 4
6.4 980
1572 1556
1800 1600 1400 1200 1000

Wavenumbers (cm-1)

Figure 2. SVM loading plot to discriminate Al and control samples of saliva.

Table 3. Selected vibrational modes by SVM to discriminate Al from age- and gender-matched healthy
subjects and its tentative molecular assignments.
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Selected vibrational | Tentative assignment and type Type of potential source
mode of source
1708 cm'! C=0 thymine DNA
1651 cm'! Amide I Protein
1572 cm'! Amide I1 Protein
1556 cm’! CO stretching of amide I1 Protein
1507 cm™! In-plane CH bending vibration | Protein
from the phenyl rings ( amino
acid Phenylalanine)
1403 cm™! Symmetric CH3 bending modes | Protein
of the methyl groups of peptides
1289 cm'! Amide I1 Protein
1220 cm™! Asymmetric PO, stretching Phosphate
1012 cm™! Stretching C-O deoxyribose Carbohidrates
980 cm! OCH3 (polysaccharides) Carbohidrates
DISCUSSION

The present study provides the first indication that the molecular changes of saliva from Al and
control-matched subjects present potential to be detected using a reagent-free and sustainable system
based on ATR-FTIR spectroscopy. As an additional novelty of this approach, we showed that Al could
be used as a screening platform using minimal saliva samples with fast delivery of results based on SVM
algorithms.

We examined the loading plot profiles to identify the main salivary vibrational modes responsible
for distinguishing Al from age- and gender-matched healthy subjects. These vibrational modes could
potentially be used in a panel of infrared spectral markers of Al. The loading plot analysis found that Al
can be associated with changes in DNA-related (vibrational mode at 1708 c¢cm'), protein-related
(vibrational mode at 1651 ecm™!, 1572 cm!, 1556 cm™!, 1507 ecm™!, 1403 cm !, and 1289 cm™),
phosphate-related (vibrational mode at 1220 cm™ '), and carbohydrate-related (vibrational mode at 1012
cm ' and 980 cm™"), regions. The changes in the loading plot of a protein region could be related to
changes in salivary proteins as described in Al subjects (Vieira; Modesto 2020). Interestingly, the
discrepancy of the loading plot in a phosphate region could be related to changes in Al subjects' calcium
and salivary phosphorus levels (Kuchler et al., 2017). In this context, we remind the expression of the
ESRRB gene in salivary gland tissue and during the development of enamel (Weber et al. 2014),
suggesting a connection between classical genes related to the enamel with a non-canonical expression

of these genes in salivary glands.
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In general, we detected a consistent infrared pattern of spectral changes in vibrational modes in
salivary Al samples. Although it was performed within a limited study setting, the findings of this pilot
project strongly suggest that the consistent changes in the salivary infrared spectra of Al are connected
to Al-related molecular changes in saliva. We also highlight the similarity of matched control samples
with the same mean age and percentual of gender in both groups.

The present cohort study shows a classification of salivary infrared spectra by LDA showed a
sensitivity of 83 %, specificity of 67%, and accuracy of 75% between Al and matched control subjects.
The classification of salivary infrared spectra by the Random forest algorithm showed a sensitivity of 67
%, specificity of 83%, and accuracy of 75% between Al and matched control subjects. Besides, the SVM
algorithm discriminates Al more than matched-control subjects with a sensitivity of 100 %, specificity
of 83%, and accuracy of 92%. The spectral area between 1300 cm™ to 1200 cm™ can be considered a
salivary infrared spectral area pre-validated as a potential biomarker for Al screening. In summary, ATR-
FTIR spectroscopy coupled with machine learning algorithms can be considered an emerging green
technology used in saliva samples to discriminate Al and further explored as an additional screening tool

for Al in dental settings.
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6 DISCUSSAO

Esse estudo piloto mostrou a primeira indicagdo de que as alteragdes moleculares da
saliva de individuos Al e controles pareados apresentam potencial para serem detectadas
usando um sistema livre de reagentes e sustentavel baseado em espectroscopia ATR-FTIR.
Um padrdo infravermelho consistente de mudancgas espectrais nos modos vibracionais foi

demonstrado nas amostras salivares de Al (Figura 1).
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FIGURA 1

Espectros originais ATR-FTIR médios representativos (1800—800 cm-1) em amostras de controle (azul) e Al

(vermelho).

Embora o estudo tenha sido realizado em um cenario limitado, os resultados sugerem
fortemente que as mudangas consistentes nos espectros de infravermelho salivar da Al estao
ligados a alteracées moleculares da doencga na saliva. Os participantes tinham idade variando
entre 12 e 25 anos com caracteristicas fenotipicas diferentes e ainda assim se destaca a
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similaridade de amostras de controle pareadas com a mesma meédia de idade e percentual de

género em ambos os grupos (Tabela 1).

TABELA 1: Descri¢ao dos participantes diagnosticados clinica e radiograficamente com Al e os respectivos

controles saudaveis pareados por idade e sexo.

Individuo Fendtipo Nome Idade Provavel Padrao Controle
afetado (Al) Provavel Heranga Pareado
D1 Al Tipo F 12 Autossdmica Dominante | Garota de 12 anos de
Hipomineralizado idade sem Al
D2 Al Tipo M 12 AutossOmica recessiva Garoto de 12 anos
Hipoplasico de idade sem Al
D3 Al Tipo M 13 N3do determinado Garoto de 13 anos de
Hipoplasico idade sem Al
D4 Al Tipo F 25 AutossOmica recessiva Mulher de 24 anos
Hipopldsico de idade sem Al
D5 Al Tipo F 15 AutossOmica recessiva Garota 15 anos de
Hipomineralizado idade sem Al
D6 Al Tipo M 19 AutossOmica recessiva Homem de 20 anos
Hipomaduro de idade sem Al
Amostras Pacientes Idade Género
All Al 12 F
Al 2 Al 12 M
Al 3 Al 13 M
Al4 Al 25 F
Al 5 Al 15 F
Al 6 Al 19 M
Cl Control 12 F
C2 Control 12 M
C3 Control 13 M
C4 Control 24 F
C5 Control 15 F
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C6 Control 20 M

TABELA 1 Idade e sexo de pacientes diagnosticados com Al e controles saudaveis pareados por idade e sexo.

O potencial da saliva em conter biomarcadores identificaveis tem sido descrito na
literatura como uma ferramenta promissora, despertando cada vez mais atencao na
comunidade cientifica (Soo-Quee et al., 2007; Zhang et al. 2013). Por ser um constituinte
fundamental na vida dos seres humanos possui potencial hidrogeniénico (pH) normal
estabelecido entre 6,5 e 7 e diversos componentes eletroliticos como: Sodio (Na+), Potassio
(K+), Calcio (Ca2+), Magnésio (Mg2+), Cloreto (Cl-), Fosfato do hidrogénio (HPO42-),
Carbonato de hidrogénio (HCO3-), muco além de compostos que regularizam as fungdes
antibacterianas e inumeras enzimas (Bhattarai e colaboradores (2018). Dessa forma, pode ter
um papel importante no monitoramento de doencas bucais e sistémicas, avaliacbes de
tratamentos realizados, mediante estudo do fluxo salivar e biomarcadores correlacionados com
diversas condi¢des de saude, como a doenga periodontal, doencgas hereditarias, sistémicas e
autoimunes, carie dentaria, cancer oral, diabetes, Sindrome de Sjogren, cancer de mama,
marcadores tumorais, dentre outros (FERREIRA et al. 2020, LIMA et al. 2020, STUANI et al.
2017, KORTE & KINNEY 2016, RATHNAYAKE et al. 2016, LIU & DUA 2012, MARTIi-ALAMO
etal. 2012, MITTAL et al.. 2011; KAUFMAN et al. 2002).

De acordo com Cross e Ruhl (2018), os relevantes empasses observados no
diagnostico salivar encontram-se na necessidade de estabelecimento de um padrao para todos
os profissionais no ato da coleta salivar, na manipulagao e investigagcao para transformar o
diagndstico final mais fiel.

Segundo Burleigh e colaboradores (2018), o colhimento salivar pode ser feito através
de dois processos, a forma mais convencional que é sem estimulagdo ou com
bioestimuladores salivares, com pastilha almofadadas e ou parafinas. Nesse estudo optou-se
pela coleta passiva, da saliva total sem estimulagao, utilizando-se tubetes de plastico estéreis
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pelo “passive drooling”, conseguindo pela atividade de cuspir. Apds a coleta as amostras foram
armazenadas congeladas até o momento de serem analisadas no FTIR.

Outro aspecto importante foi descrito por Nunes e colaboradores (2015), que pontuaram
que o recolhimento do fluxo salivar deve ser feito com o paciente em jejum. Isso se deve ao
fato de alguns alimentos alterarem a quantidade de saliva expelida pelas glandulas, diminuir o
nivel do pH da cavidade bucal, principalmente ingestdo tanto de bebidas alcodlicas e de
alimentos acidos, aumentando as chances das amostragens possuirem um alto nivel de
contaminagdo bacteriana. Se o paciente ndo estiver em jejum € necessario pedir para o
mesmo fazer uma limpeza na cavidade oral com agua destilada e esperar um periodo de 30
minutos para obter um nivelamento do pH o mais habitual possivel.

A metodologia escolhida nesse estudo associou a analise da saliva a espectroscopia
ATR-FTIR. Segundo Rodrigues e colaboradores (2019), a espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (ATR-FTIR) de reflexdo total atenuada € uma ferramenta de
analise fisico-quimica rapida, altamente sensivel e reprodutivel, capaz de identificar moléculas
organicas e inorganicas por absor¢ao no infravermelho. Os autores demonstraram que
espectroscopia ATR-FTIR possibilitou discriminar pacientes com doenca renal crénica de um
grupo sem doenga renal crdnica, com alta precisdo e sem a necessidade de reagentes
especificos. Bel’skaya e Sarf (2021) destacaram o potencial promissor do método FTIR, para
a analise de tecidos e fluidos biolégicos de diversas partes do corpo humano, em particular
nas doengas da cavidade oral, diabetes mellitus, doengas oncoldgicas, doengas de pele,
doencas renais e para deteccao de doencgas infecciosas, como o COVID-19.

Biomarcadores de saliva usando tecnologia biofotbnica sem reagentes foram
investigados como estratégia para detecgdo precoce de cancer de mama por Ferreira e
colaboradores (2020). Segundo os autores, embora a utilizagdo da saliva como rastreamento
desse tipo de cancer ainda seja incipiente, o FTIR pode efetivamente fornecer informacdes
sobre a estrutura e composicdo quimica de amostras biolégicas em nivel molecular e, em
seguida, a caracterizacao de proteinas, lipidios, acidos nucléicos e carboidratos. O estudo
mostrou que o FTIR também foi sensivel para detectar mudancas nas composicoes
moleculares de acordo com o estado da doenca, fornecendo impressdes digitais de amostras
bioldgicas, como tecidos, células e fluidos bioldgicos. A geracao e progressao da malignidade

em nivel molecular nas células ocorrem antes das alteragdes morfolégicas no cancer, dessa
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forma a espectroscopia FTIR é capaz de mostrar alteragbes nos modos vibracionais
relacionados a carcinogénese para diversos canceres humanos.

O potencial do diagnéstico salivar da Al foi explorado nesse estudo, investigando por
ATR-FTIR os possiveis marcadores da doenga a partir da sua impressao digital
espectroquimica. A tecnologia permitiu extrair pelos algoritmos LDA (Analise Linear
Discriminante), Random Forest e SVM (Maquina de Vetor de Suporte) importantes assinaturas
espectroquimicas de biomoléculas-chave, relacionadas a regides de proteinas (modo
vibracional a 1570 cm-1, 1504 cm-1 e 1400 cm-1), fosfato (modo vibracional a 1209 cm-1) e
carboidratos (modo vibracional em 1005 cm-1 e 994 cm-1). Isso demonstra que além das
mudancgas estruturais na qualidade do esmalte dentario, a Al pode provocar também
mudancas na saliva que refletem a sua composi¢cao protéica e ibnica. Curiosamente, a
discrepancia do grafico de carregamento em uma regiao de fosfato pode estar relacionada a
mudangas nos niveis de calcio e fésforo salivar dos individuos com Al (PMID: 28395292).
Neste contexto, lembramos a expressdo do gene ESRRB tanto no tecido da glandula salivar
quanto durante o desenvolvimento do esmalte (PMID: 25023176), sugerindo uma conexao
entre genes classicos relacionados ao esmalte com uma expressdao nao canbnica desses
genes em glandulas salivares.

A Al é uma condicao clinica de ampla variagao fenotipica e genética, resultado de
mutagcdes nos genes que codificam as proteinas e proteinases do esmalte, proteinas da
adesao celular, o transporte de calcio, a deteccado de pH, genes com fungéo promotora de
transcrigao e variantes cuja funcao ainda nao foi elucidada (Yu et al. 2021, Smith et al. 20173,
Kim et al. 2017, Kim et al. 2019, Ji et al. 2021, Smith et al. 2020, Kim et al. 2021). Seu
diagnostico € realizado pela caracteristica buco-dentaria aliada ao exame radiografico e
investigacdo da condicdo sistémica e historia familiar. A maioria dos casos n&o sao
diagnosticados geneticamente pela falta de acesso aos testes de altos custos e a necessidade
de conhecimento especializado, na maioria das vezes na expertise apenas de pesquisadores.
Nesse estudo inédito e preliminar, a utilizagdo da saliva analisada por ATR-FTIR mostrou ser
uma ferramenta diagndstica precisa, com indices de especificidade e sensibilidade
promissores, capazes de identificar individuos com e sem essa doenca rara. Destacamos
também que a facilidade da coleta salivar durante os atendimentos odontoldgicos e a anadlise

por inteligéncia artificial e sem a necessidade de reagentes especificos desponta essa
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tecnologia como uma “POC-T” de ampla aplicabilidade na area da saude. Além disso,
contribui¢des no diagndstico precoce e no entendimento molecular das variagdes clinicas
podem abrir perspectivas para desenvolvimento de biomateriais e tratamentos mais eficazes
e duradouros que permitam a preservacdo dos dentes e a melhor qualidade de vida dos

individuos afetados.
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7 CONCLUSAO

O estudo permitiu concluir que as alteragcbes moleculares da saliva de individuos Al e
controles pareados apresentam potencial para serem detectadas por espectroscopia ATR-
FTIR com base em algoritmos SVM, com sensibilidade de 100%, especificidade de 83% e

precisdo de 92%.

Os modos vibracionais usados como marcadores espectrais infravermelhos de Al foram
associados a alteragdes relacionadas a regides de proteinas, ao fosfato e a carboidratos. A
area espectral entre 1300 cm-1 a 1200 cm-1 pode ser considerada uma area espectral de

infravermelho salivar pré-validada como um potencial biomarcador para triagem de Al.

A espectroscopia ATR-FTIR acoplada a algoritmos de aprendizado de maquina pode
ser considerada uma tecnologia verde emergente usada em amostras de saliva para
discriminar a Al e pode ser explorada como uma ferramenta de triagem adicional para Al em

ambientes odontoldgicos.
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8 PERSPECTIVAS

Os resultados desse estudo inédito e preliminar despertam perspectivas promissoras
na ampliagdo do diagnéstico precoce e molecular da Amelogénese Imperfeita e de outras
condi¢des de interesse da Odontologia, utilizando-se uma tecnologia “POC-T” de ampla
aplicabilidade na area da saude. Nesse estudo piloto, a utilizagao da saliva analisada por ATR-
FTIR mostrou ser uma ferramenta diagndstica precisa, com indices de especificidade e
sensibilidade promissores, capazes de identificar individuos com e sem essa doenca rara.
Novos estudos deverdo ser realizados para ampliagdo do entendimento molecular das
variagdes clinicas da Al e também da saliva que envolve dentes estruturalmente alterados,
podendo abrir perspectivas para estudos translacionais com desenvolvimento de biomateriais
e tratamentos mais eficazes e duradouros para os individuos afetados.

Por se tratar de uma doencga rara, o desenvolvimento de plataforma biofotdnica
integrada a outros centros de assisténcia odontolégica podem propulsionar pesquisas com
banco de dados compartilhados para promocdo e intercambio de informacdes e maior

amostragem da doenga.
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ANEXOS:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(maiores del8 anos)

1/2

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Saliva como método de
diagndstico e monitoramento de condigbes bucais”. Pedimos a sua autorizagao para a coleta, o depdsito, o
armazenamento, a utilizacdo e descarte desse material bioldgico humano. A utilizagdo do seu material bioldgico
esta vinculada somente a este projeto de pesquisa ou se Sr. (a) concordar em outros futuros. Nesta pesquisa
pretendemos analisar a saliva e relaciona-la com certas condi¢bes bucais, como a formagao alterada dos dentes
e a periodontite (um tipo de doenga que causa perda de osso em volta dos dentes e inflamagdo da gengiva).

Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: Caso vocé concorde em participar do estudo
iremos coletar 3 ml da sua saliva em frasco individual e leva-la para ser analisada em laboratdrio. Este
procedimento pode levar até 10 minutos, em média e podera causar algum desconforto como timidez, por
exemplo. Vocé vai ser orientado como fazer e terd o tempo necessdrio para realizar a coleta de forma
individualizada em local reservado e ventilado. O material coletado sera levado para o Laboratério de Genética

do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG, onde ficara armazenado em um biorrepositério até ser
analisado. Apds as analises a saliva restante sera descartada em agua corrente.

Essa pesquisa contribuira para compreender o papel da saliva nas doengas bucais e alteracdes dentdrias
e ajudar os pesquisadores a tentar encontrar métodos diagndsticos mais simples e menos dispendiosos.

Para participar deste estudo o Sr. (a) ndo tera nenhum custo, nem receberd qualquer vantagem
financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, o Sr.(a)
tem assegurado o direito a indeniza¢do. Caso necessario, sera garantido o direito a assisténcia integral e gratuita
ao participante, devido a danos decorrentes da participacdo na pesquisa e pelo tempo que for necessdrio
(Resolugdo CNS n2 466 de 2012, itens 11.3.1 e 11.3.2).

O Sr. (a) terd o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para
participar ou recusar-se a participar e a qualquer tempo e sem quaisquer prejuizo, pode retirar o consentimento
de guarda e utilizacdo do material bioldgico armazenado no Biorrepositério, valendo a desisténcia a partir da
data de formalizacdo desta. A sua participacdo é voluntaria, e a recusa em participar ndo acarretara qualquer
penalidade ou modificacdo na forma em que o Sr. (a) é atendido (a) pelo pesquisador. Os resultados obtidos pela
pesquisa, a partir da sua saliva, estardo a sua disposi¢do quando finalizada. Seu nome ou o material que indique
sua participacdo nao sera liberado sem a sua permissdo. O (A) Sr. (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma
publicacdo que possa resultar.

Um dos riscos relacionados a pesquisa é a quebra de sigilo e confidencialidade dos dados. Para minimizar
este risco, serd realizada a codificacdo do seu nome em nimero, ou seja, seu nome ndo aparecera no banco de
dados eletrénicos. O banco de dados ficara armazenado no computador da coordenadora da pesquisa, o qual é
protegido por senha.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera
arquivada pelo pesquisador responsdvel, e a outra sera fornecida ao Sr. (a). Os dados, materiais e instrumentos
utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos na



Rubrica do pesquisador:
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Rubrica do participante:



2/2

sala 3333 da Faculdade Odontologia da UFMG e apds esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratara

a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolucées N2 466/12;
441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude e suas complementares), utilizando as informacdes
somente para fins académicos e cientificos.

Eu, , portador do documento de ldentidade
fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e beneficios da pesquisa “Saliva como

método de diagndstico e monitoramento de condigdes bucais: um estudo piloto “ de maneira clara e detalhada
e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualguer momento poderei solicitar novas informacdes e modificar minha
decisdo de participar se assim o desejar.

() Concordo que o meu material bioldgico seja utilizado somente para esta pesquisa.

( ) Concordo que o meu material bioldgico possa ser utilizado em outras pesquisa, mas serei comunicado pelo
pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e esclarecido que explique para que sera
utilizado o material.

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de
consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade de ler e
esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do participante Data

Assinatura do participante

Pesquisador Responsavel: Profa. Celia Regina Moreira Lanza Endereco: Av. Antonio Carlos, 6627 — Faculdade
de Odontologia - Sala 3333. CEP: 31270-901 / Belo Horizonte — MG Telefones: (31) 99698-1602  (31)3409-2427
E-mail: celiamlanza@gmail.com

Assinatura do pesquisador responsavel Data

Pesquisador Orientador: Prof. Vasco Ariston de Carvalho Azevedo. Endereco: Av. Anténio Carlos, 6627 —
Laboratdrio de Genética Celular e Molecular — Bloco Q3 —sala 259 - Depto Genética, Ecologia e Evolugdo - ICB —
UFMG CEP:31270-901 / Belo Horizonte — MG Telefones: (31) 3409-2610 E-mail: vasco@icb.ufmg.br

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissdo de Etica em Pesquisa da UFMG Av. Presidente Anténio Carlos, 6627. Unidade
Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005. Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.
Telefone: (031) 3409-4592 Horario de atendimento de 09:00 as 11:00 e de 14:00 as 16:00 h. E-mail:
coep@prpg.ufmg.br
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Responsavel por menor de 18 anos)

O seu (a) filho (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Saliva
como método de diagndstico e monitoramento de condicdes bucais”. Pedimos a sua autorizacdo
para a coleta, o depdsito, o armazenamento, a utilizacdo e descarte desse material biolégico
humano. A utilizagdo do material bioldgico seu (a) filho (a) esta vinculada somente a este projeto
de pesquisa ou se Sr. (a) concordar em outros futuros. Nesta pesquisa pretendemos analisar a
saliva e relaciond-la com certas condi¢des bucais, como a formacgao alterada dos dentes e a
periodontite (um tipo de doenga que causa perda de 0sso em volta dos dentes e inflamagdo da
gengiva).

Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: Caso vocé concorde que seu (a) filho
(a) participe do estudo iremos coletar 3 ml da saliva dele(a) em frasco individual e leva-la para ser
analisada em laboratério. Este procedimento pode levar até 10 minutos, em média e poderd
causar algum desconforto como timidez, por exemplo. Ele (a) vai ser orientado (a) como fazer e
tera o tempo necessario para realizar a coleta de forma individualizada em local reservado e
ventilado. O material coletado sera levado para o Laboratério de Genética do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) da UFMG, onde ficard armazenado em um biorrepositério até ser analisado. Apés
as analises a saliva restante sera descartada em agua corrente.

Essa pesquisa contribuira para compreender o papel da saliva nas doengas bucais e
alteracOes dentdrias e ajudar os pesquisadores a tentar encontrar métodos diagndsticos mais
simples e menos dispendiosos.

Para participar deste estudo o Sr. (a) e seu (a) filho (a) ndo terdo nenhum custo, nem
receberdo qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados
danos provenientes desta pesquisa, o seu (a) filho (a) tem assegurado o direito a indenizacdo.
Caso necessario, sera garantido o direito a assisténcia integral e gratuita ao participante, devido a
danos decorrentes da participacdo na pesquisa e pelo tempo que for necessario (Resolugdo CNS n2
466 de 2012, itens 11.3.1 e 11.3.2).

O Sr. (a) terd o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara
livre para participar ou recusar-se a participar e a qualquer tempo e sem quaisquer prejuizo, pode
retirar o consentimento de guarda e utilizacdo do material biolégico armazenado no
Biorrepositoério, valendo a desisténcia a partir da data de formaliza¢do desta. A participagdo do seu
(a) filho (a) é voluntaria, e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou
modificacdo na forma em que ele(a) é atendido (a) pelo pesquisador, que tratara a identidade de
seu (a) filho (a) com padrdes profissionais de sigilo. Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir da
sua saliva, estardo a sua disposicdo quando finalizada. O nome do seu filho (a) ou o material que
indique a participacdo ndo sera liberado sem a sua permissado. O seu (a) filho (a) ndo sera
identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma
serd arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida ao Sr. (a). Os dados,
materiais e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel



por um periodo de 5 (cinco) anos na sala 3333 da Faculdade Odontologia da UFMG e apds esse
tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de
sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolucdes N2 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do
Conselho Nacional de Satde e suas complementares), utilizando as informagdes somente para fins
académicos e cientificos.

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do responsavel:

2
Eu, , portador do documento de Identidade
fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e beneficios da pesquisa
“Saliva como método de diagndstico e monitoramento de condig¢des bucais” de maneira clara e
detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas
informacgdes e modificar minha decisdo de participar se assim o desejar.

( ) Concordo que o material bioldgico do meu (a) filho (a) seja utilizado somente para esta
pesquisa.

( ) Concordo que o material bioldgico do meu (a) filho (a) possa ser utilizado em outras pesquisa,
mas serei comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento
livre e esclarecido que explique para que serd utilizado o material.

Declaro que concordo que meu filho(a) participe desta pesquisa. Recebi uma via original
deste termo de consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me
deu a oportunidade de ler e esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do responsavel Data

Assinatura do responsavel

Nome completo do participante (menor) Data

Assinatura do participante (menor)



Pesquisador Responsavel: Celia Regina Moreira Lanza. Enderego: Av. Antnio Carlos, 6627 — Faculdade
de Odontologia - Sala 3333 CEP: 31270-901 / Belo Horizonte — MG Telefones: (31) 99698-1602
(31)3409-2427 E-mail: celiamlanza@gmail.com

Assinatura do pesquisador responsavel
Data

Pesquisador Orientador: Vasco Ariston de Carvalho Azevedo

Endereco: Av. Antonio Carlos, 6627 — Laboratdrio de Genética Celular e Molecular — Bloco Q3 —
sala 259 - Depto Genética, Ecologia e Evolugdo - ICB —UFMG CEP:31270-901 / Belo Horizonte —
MG Telefones: (31) 3409-2610 E-mail: vasco@icb.ufmg.br

Em caso de duvidas sobre os aspectos éticos da pesquisa, vocé pode entrar em contato com:

Comissdo de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP-UFMG — Av. Antdnio Carlos, 6627.Unidade
Administrativa Il - 22 andar — sala 2005. Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP:
31270-901. Tel: 3409-4592.

Horario de atendimento de 09:00 as 11:00 e de 14:00 as 16:00 h . E-mail: coep@prpg.ufmg.br
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Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (de 10 a 12 anos de idade)

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa “Saliva como método de diagndstico e monitoramento de
condigGes bucais”

POR QUE FUI CONVIDADO? Vocé foi convidado porque seus dentes tém as caracteristicas que estamos
qguerendo estudar na saliva.

O QUE E ASSENTIMENTO? O asssentimento significa que vocé concorda em fazer parte de um grupo de
criangas, da sua faixa de idade para participar de uma pesquisa. Pode ser que esse documento contenha
palavras que vocé ndo entenda. Por favor, pega ao responsavel pela pesquisa ou a equipe do estudo para

explicar qualquer palavra ou informagao que vocé ndo entenda.

QUAL O OBJETIVO DA PESQUISA?

Com essa pesquisa, nds, que somos os pesquisadores vamos estudar a saliva e tentar descobrir se a saliva
pode prejudicar os dentes ou provocar problemas em volta dos dentes com alteragdes. Sua participacao
pode ajudar os pesquisadores compreender melhor o papel da saliva na boca e ajudar os pesquisadores a

achar maneiras mais simples e mais rapidas de descobrir algumas doencas bucais.

O QUE TEREI QUE FAZER?
Para participar desse estudo, vocé precisa nos dar permissdo para coletarmos um pouco da sua saliva, o que
pode levar algum tempo. Mas esperaremos o tempo que for necessdrio. Vocé devera cuspir em um tubo

individual. Sua saliva sera levada para um laboratério da UFMG, guardada e analisada. Apds o estudo, a
saliva restante sera jogada fora em 4gua corrente.

SE VOCE NAO QUISER PARTICIPAR, NAO TEM PROBLEMA, VOCE NAO TERA NENHUM PREJU{ZO EM SEU
TRATAMENTO.

Se vocé nao quiser mais participar, a qualquer momento, podera vir na Faculdade de Odontologia, ou
telefonar para os pesquisadores e informar. Vocé tem direito de saber tudo sobre seus exames. Vocé nao
pagard nada nem recebera nenhum tipo de pagamento para participar da pesquisa.

PARTICIPAR DO ESTUDO TRAZ BENEFICIOS? Sim. O maior beneficio serd contribuir para aumentar os
conhecimentos sobre as altera¢des dentdrias e tratamento, contribuindo para melhorar a qualidade dos
tratamentos.




QUAIS SAO 0OS RISCOS DA PESQUISA?  Riscos sdo coisas que podem acontecer durante a pesquisa que ndo
sao boas. Este estudo tem risco de vocé se sentir desconfortavel e timido na hora de cuspir a saliva, mas
vocé terd o tempo necessario que precisar e ficard em local tranquilo e ventilado. Se isso acontecer, por
favor nos comunique para vocé decidir se quer continuar. Para evitar o risco de seu nome aparecer e
saberem quem vocé é, guardaremos as informacdes em local seguro, na Faculdade de Odontologia da
UFMG, e a sua saliva vai ser identificada por um nimero e ndo terd o seu nome. Ninguém além dos
pesquisadores e dos seus responsaveis vai ficar sabendo que vocé esta participando da pesquisa porque seu
nome nao vai aparecer.

Rubrica participante

Rubrica pesquisador
Pg 2/2

Se voceé tiver alguma duvida sobre a pesquisa, entre em contato com: Profa. Célia Regina Moreira Lanza
(3409-2427, 31 99698-1602) que é a responsavel pelo estudo. Email celiamlanza@gmail.com

OUTRA PESSOA PARA CONTATO: Prof. Vasco Ariston de Carvalho Azevedo (31) 3409-2610 E-mail:

vasco@icb.ufmg.br

Persistindo alguma duvida dos aspectos éticos da pesquisa vocé podera contatar o COEP-UFMG —
Comissdo de Etica em Pesquisa da UFMG— Av. Antdnio Carlos, 6627.Unidade Administrativa Il - 22
andar — sala 2005. Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901. Tel: 3409-4592.
Horario de atendimento de 09:00 as 11:00 e de 14:00 as 16:00 h . E-mail: coep@prpg.ufmg.br

POR FAVOR FACA UM CIRCULO EM TODAS AS RESPOSTAS QUE VOCE CONCORDA PARA AS PERGUNTAS A
SEGUIR:

Vocé leu ou alguém leu pra vocé este termo? Sim Ndo
Vocé entendeu sobre o que trata esta pesquisa? Sim Nao
Vocé fez todas as perguntas que teve vontade? Sim Nao
Suas perguntas foram respondidas de forma clara para vocé? Sim Nao
Vocé entendeu que podera desistir de participar deste estudo Sim Nao
a qualquer momento?




Vocé concorda em participar? Sim

Se qualquer resposta for ndo ou se vocé nao quiser participar, ndo assine seu nome.

Se vocé deseja participar do estudo, por favor, escreva seu nome e a data de hoje.

Nome do menor Assinatura do menor

Nome do pesquisador Assinatura do pesquisador
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Termo de Assentimento Livre e Esclarecido
(de 13 anos a 17 anos)

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa “Saliva como método de diagndstico e monitoramento de
condigGes bucais”

POR QUE FUI CONVIDADQO? Vocé esta sendo convidado porque apresenta uma das condi¢des bucais
gue estamos estudando.

QUAL O OBJETIVO DA PESQUISA?

O objetivo deste estudo é analisar como € a saliva nas pessoas que apresentam altera¢des na
formacgdo dos dentes. Sua participagdo pode ajudar os pesquisadores compreender melhor o papel da
saliva nas doencas bucais e alteragdes dentarias e ajudar os pesquisadores a tentar desenvolver no
futuro métodos diagndsticos mais simples e menos dispendiosos.

O QUE TEREI QUE FAZER?

Caso vocé concorde em participar do estudo iremos coletar 3 ml de sua saliva. Este procedimento
(coleta material) pode levar até 10 minutos. Vocé devera salivar em um tubo estéril individual. O
material coletado sera levado para um laboratdrio da UFMG, armazenado e analisado. Apds as
analises a saliva restante sera descartada em dgua corrente.

SE VOCE NAO QUISER PARTICIPAR, NAO TEM PROBLEMA, VOCE NAQ TERA NENHUM PREJUIZO EM SEU
TRATAMENTO.

Se vocé nao quiser mais participar, a qualquer momento, podera vir na Faculdade de Odontologia, ou
telefonar para os pesquisadores e informar. Vocé tem direito de saber tudo sobre seus exames. Vocé
ndo pagard nada nem receberd nenhum tipo de pagamento para participar da pesquisa.

QUAIS OS RISCOS DA PARTICIPACAO NA PESQUISA?

A coleta da saliva pode causar algum desconforto como a timidez, mas vocé tera o tempo necessario

para fazé-lo em local tranquilo e ventilado. Para evitar o risco de seu nome aparecer e saberem quem
voceé é, guardaremos as informacgGes em local seguro, na Faculdade de Odontologia da UFMG, e a sua
saliva vai ser identificada por um nimero e ndo terd o seu nome.

COMO FUNCIONA O USO DO MEU MATERIAL EM PESQUISA?

Toda pesquisa que usar a sua saliva e suas informac0es sera aprovada por um grupo de pessoas que
avalia se a pesquisa é séria, chamado de Comité de Etica em Pesquisa da UFMG.



A pesquisa ndo ird divulgar o seu nome, mas sera utilizada para divulgacdao em congresso, livros e
revistas cientificas. Sua familia e vocé receberdo todas as orientac¢des a respeito do resultado.

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:
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Os pesquisadores estardo a sua disposi¢ao para qualquer esclarecimento ou divida que considere
necessario em qualquer etapa da pesquisa nos telefones: Celia Regina Moreira Lanza -

(31) 99698-1602, Prof. Vasco Ariston de Carvalho Azevedo (31) 3409-2610.

ESTE TERMO DEVERA SER ASSINADO EM DUAS VIAS IGUAIS, SENDO QUE UMA FICARA COM VOCE E
OUTRA FICARA COM O PESQUISADOR.

EU , IDADE , CONCORDO EM
PARTICIPAR DESSA PESQUISA NA FACULDADE DE ODONTOLOGIA DA UFMG.

ASSINATURA DA CRIANCA OU ADOLESCENTE

ASSINATURA DO RESPONSAVEL PELA CRIANGA OU ADOLESCENTE

ASSINATURA DO RESPONSAVEL PELA PESQUISA

Em caso de duvidas sobre os aspectos éticos da pesquisa, vocé pode entrar em contato com:
COEP UFMG - Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG, AV. Presidente Antonio Carlos,

6627, Pampulha - Belo Horizonte - MG - CEP 31270-901, Unidade Administrativa Il - 22 Andar -

Sala: 2005, Telefone: (031) 3409-4592 - E-mail: coep@prpq.ufmg.br
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