
 
 

 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

FACULDADE DE FARMÁCIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM ODONTOLOGIA 

 

 

  

 

CLARISSA PESSOA FERNANDES  

 

 

 

 

 

 

DETECÇÃO DE STREPTOCOCCUS MUTANS E AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE 

MARCADORES TECIDUAIS EM PLACAS ATEROSCLERÓTICAS DE PACIENTES 

COM DOENÇA VASCULAR E VASOS SADIOS  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FORTALEZA 

2017 



 
 

CLARISSA PESSOA FERNANDES  

 

  

 

 

 

DETECÇÃO DE STREPTOCOCCUS MUTANS E AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE 

MARCADORES TECIDUAIS EM PLACAS ATEROSCLERÓTICAS DE PACIENTES 

COM DOENÇA VASCULAR E VASOS SADIOS 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Odontologia da Faculdade de 
Farmácia, Odontologia e Enfermagem da 
Universidade Federal do Ceará, como parte 
dos requisitos para a obtenção do título de 
Doutor em Odontologia. 
  
Área de Concentração: Clínica Odontológica 
 
Orientador: Prof. Dr. Fabrício Bitu Sousa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FORTALEZA 

2017 

 



Dados Internacionais de Catalogação na Publicação 
Universidade Federal do Ceará

Biblioteca Universitária
Gerada automaticamente pelo módulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

F399d Fernandes, Clarissa Pessoa.
    DETECÇÃO DE STREPTOCOCCUS MUTANS E AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE MARCADORES
TECIDUAIS EM PLACAS ATEROSCLERÓTICAS DE PACIENTES COM DOENÇA VASCULAR E
VASOS SADIOS  / Clarissa Pessoa Fernandes. – 2017.
    87 f. : il. color.

     Tese (doutorado) – Universidade Federal do Ceará, Faculdade de Farmácia, Odontologia e
Enfermagem, Programa de Pós-Graduação em Odontologia, Fortaleza, 2017.
     Orientação: Prof. Dr. Fabrício Bitu Sousa.

    1. Aterosclerose. 2. Streptococcus mutans. 3. Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real. 4.
Imuno-histoquímica. 5. Inflamação. I. Título.
                                                                                                                                                  CDD 617.6



 
 

3 

 CLARISSA PESSOA FERNANDES  

 

 

DETECÇÃO DE STREPTOCOCCUS MUTANS E AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE 

MARCADORES TECIDUAIS EM PLACAS ATEROSCLERÓTICAS DE 

PACIENTES COM DOENÇA VASCULAR E VASOS SADIOS 

 

Tese submetida à Coordenação do Programa de Pós-Graduação em Odontologia, da 

Universidade Federal do Ceará, como requisito parcial para a obtenção do título de Doutor em 

Odontologia; Área de Concentração: Clínica Odontológica.    

 

Aprovada em: ____/____/____  

 

BANCA EXAMINADORA 

 

________________________________________________ 

Prof. Dr. Fabrício Bitu Sousa (Orientador) 

Universidade Federal do Ceará – UFC 

 

________________________________________________ 

Profa. Dra. Ana Paula Negreiros Nunes Alves 

Universidade Federal do Ceará – UFC 

 

________________________________________________ 

Prof. Dr. Carlos Roberto Martins Rodrigues Sobrinho 

Universidade Federal do Ceará – UFC 

 

__________________________________________________ 

Profa. Dra. Juliana Paiva Marques Lima 

Centro Universitário Christus – Unichristus 

 

________________________________________________ 

Profa. Dra. Ramille Araújo Lima 

Centro Universitário Christus – Unichristus 



 
 

4 

 

   

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aos meus amados pais, Rosa e Luiz, 

pelo amor a mim dedicado, pelo 

apoio incondicional a todos os meus 

projetos, pela vibração com todas as 

minhas conquistas, dedico, com 

carinho, este trabalho. 



 
 

5 

AGRADECIMENTOS  

 

A Deus, por estar sempre presente em minha vida. Sem Ele nada disso seria possível.  

 

Aos amados pais, Rosa e Luiz, meus queridos irmãos, Luiz Eduardo e Gabriela, e à minha 

cunhada, Lilianne, pelo apoio, incentivo, paciência e colaboração durante toda essa 

caminhada.  

 

Ao meu marido, Artur, por todo o apoio, companheirismo, paciência, e por tudo que 

conquistamos juntos, e à minha amada filha Ana Clara, que mesmo antes de nascer, 

participou dessa conquista na reta final, trazendo novo gás e incentivo para a conclusão de 

mais essa etapa nas nossas vidas.  

 

À minha sogra, Sônia, ao meu sogro, Willian, aos meus cunhados, Willian Filho, 

Emanuela, e seu marido, Haroldo, pelos ótimos momentos de convivência, e por terem 

vivenciado todo esse processo.  

 

Ao meu orientador, Prof. Dr. Fabrício Bitu Sousa, a quem muito admiro, pela sua 

orientação e incentivo desde a graduação, pela maravilhosa convivência ao longo desses anos, 

por sempre ter acreditado no meu potencial. Muitíssimo obrigada pelo apoio e pelas 

oportunidades.  

 

À minha coorientadora, Profa. Dra. Ana Paula Negreiros Nunes Alves, pela sua orientação 

e pelos muitos ensinamentos ao longo dessa jornada, pela sua dedicação a todos os seus 

alunos e à Universidade. Obrigada pela amizade e pelos momentos de aprendizado e 

descontração. 

 

Ao meu coorientador, Prof. Dr. Mário Rogério Lima Mota, pela sua amizade, orientação, 

disponibilidade, apoio e incentivo, sempre.  

 

À Profa. Dra. Raquel Carvalho Montenegro, por toda a sua ajuda e contribuição para este 

trabalho.  

 



 
 

6 

A todos os colegas da Universidade Federal do Pará, especialmente a Camile pelo auxílio 

com as análises moleculares da pesquisa.  

 

Aos serviços de Cardiologia do Hospital Universitário Wálter Cantídio e Hospital de 

Messejana Dr. Carlos Alberto Studart Gomes, especialmente ao Dr. Carlos Roberto Martins 

Rodrigues Sobrinho e Dr. José Glauco Lobo Filho, por terem aberto as portas dos serviços 

para a nossa pesquisa, pela ajuda com a coleta da amostra vascular e por todo o apoio durante 

o trabalho.  

 

Aos colegas do laboratório de Patologia Bucal, especialmente, Paulo, Carolina, Malena, 

Thales, Ernando e Camila, pela amizade, pelos anos de convivência e pelas oportunidades 

de realizarmos trabalhos juntos.  

 

Ao Programa de Pós-graduação em Odontologia da UFC, por ter sido o berço da minha 

formação.  

 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES), pela concessão 

da bolsa de estudos. 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

7 

RESUMO 

 

Nos últimos anos, a relação entre bactérias orais e aterosclerose tem sido investigada, e 

estudos têm sugerido que bactérias cariogênicas participam direta e indiretamente da 

etiopatogênese e progressão dessa doença. Streptococcus mutans (SM) tem demonstrado a 

capacidade de invadir e causar dano às células endoteliais, favorecer a aderência de leucócitos 

no endotélio vascular e promover a transformação de macrófagos em células espumosas, 

eventos diretamente relacionados ao desenvolvimento da aterosclerose. Essa bactéria tem sido 

detectada em placas ateroscleróticas com variável frequência, e estudos laboratoriais têm 

pesquisado sua relação com a ativação de marcadores inflamatórios e trombogênicos, que são 

indiretamente associados à patogênese dessa doença. Porém, o mecanismo patogênico da 

aterosclerose ainda não está completamente elucidado, e o papel de bactérias orais precisa ser 

amplamente investigado. O presente estudo teve por objetivo avaliar a relação entre a 

presença de SM e alterações teciduais e inflamatórias em vasos com acometimento de 

aterosclerose. Um total de 13 placas ateroscleróticas, coletadas de pacientes com estenose de 

carótida ou aneurisma de aorta, e dez amostras-controle de vasos sadios (artérias carótida e 

aorta), coletadas durante procedimento de necropsia, foram submetidas a Reação em Cadeia 

da Polimerase em tempo real (qPCR), análise histopatológica, análise histoquímica por 

coloração de Giemsa (CG) e análise imuno-histoquímica para SM, IL-1!, TNF-", PCR, 

osteopontina, fibrinogênio e CD61 (método da estreptavidina-biotina-peroxidase). Todas as 

amostras-controle, microscopicamente sadias, foram positivas para SM apenas através de 

qPCR, enquanto que as amostras de placa aterosclerótica apresentaram positividade para SM 

através de qPCR e imuno-histoquímica, além de exibirem características histopatológicas de 

aterosclerose severa (100%). Presença de tecido fibroso (100,0%) e calcificação (92,3%) 

foram as características mais frequentes, seguidas de formação de trombo (84,6%), células 

inflamatórias mononucleares dispersas (76,9%) e presença de core lipídico (61,5%). A CG 

mostrou que os Estreptococcus colonizaram áreas de core lipídico, tecido fibroso e 

calcificação, não sendo positiva nos vasos do grupo controle. Todas as 13 amostras de placa 

aterosclerótica, imunopositivas para SM,  foram positivas para os anticorpos fibrinogênio, IL-

1!, osteopontina e CD61, enquanto que imunoexpressão para PCR e TNF-" foi evidenciada 

em 12 amostras (92,3%). A reatividade para IL-1!, TNF-", osteopontina e CD61 não foi 

encontrada nas amostras-controle, imunonegativas para SM, porém, em algumas, observou-se 

imunomarcação para fibrinogênio (60,0%) e PCR (50,0%). A detecção de SM em placas 

ateroscleróticas, além da visualização de Estreptococcus em áreas de alteração tecidual, 
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sugere que nessas amostras, os micro-organismos encontraram ambiente favorável para sua 

proliferação. Além disso, imunoexpressão positiva de TNF-", IL-1!, fibrinogênio, PCR, 

osteopontina e CD61 em amostras de placa aterosclerótica imunopositivas para SM pode 

sugerir uma possível relação com a aterosclerose.  

 

Palavras-chave: Aterosclerose. Streptococcus mutans. Reação em Cadeia da Polimerase em 

Tempo Real. Imuno-histoquímica. Inflamação. 
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ABSTRACT  

 

Over the past few years, the association between oral bacteria and atherosclerosis has been 

investigated, and studies have suggested that cariogenic bacteria are directly and indirectly 

involved in the etiopathogenesis and progression of this disease. Streptococcus mutans (SM) 

has demonstrated the ability to invade and cause damage to endothelial cells, favor the 

adhesion of leukocytes in vascular endothelium and promote the transformation of 

macrophages into foam cells, events directly related to the development of atherosclerosis. 

This microorganism has been detected in atherosclerotic plaques with variable frequency, and 

laboratory studies have investigated its role in the activation of inflammatory and 

thrombogenic markers, which are indirectly associated with the pathogenesis of this disease. 

However, the pathogenic mechanism of atherosclerosis is not yet fully elucidated, and the role 

of oral bacteria needs to be extensively investigated. The present study aimed to evaluate the 

association between the presence of SM and tissue and inflammatory alterations in vessels 

with atherosclerosis. A total of 13 atherosclerotic plaques, collected from patients with carotid 

stenosis or aortic aneurysm, and 10 control samples of healthy blood vessels (aortic and 

carotid arteries) collected during necropsy procedure, were submitted to Real-time 

Polymerase Chain Reaction (qPCR), histopathological analysis, histochemical analysis by 

Giemsa staining (GS) and immunohistochemical analysis for SM, IL-1!, TNF-", CRP, 

osteopontin, fibrinogen and CD61 (Streptavidin-biotin-peroxidase method). All 

microscopically healthy control specimens were positive for SM only through qPCR, whereas 

atherosclerotic plaque specimens were positive for SM through qPCR and 

immunohistochemistry, and showed histopathological characteristics of severe atherosclerosis 

(100%). Presence of fibrous tissue (100.0%) and calcification (92.3%) were the most frequent 

features, followed by thrombus formation (84.6%), mononuclear inflammatory cells (76.9%) 

and presence of core lipid (61.5%). GC showed that streptococcus colonized areas of core 

lipid, fibrous tissue and calcification, and was not positive in vessels of the control group. All 

13 atherosclerotic plaques, immunopositive for SM, were positive for the fibrinogen, IL-1!, 

osteopontin and CD61 antibodies, whereas immunoexpression for CRP and TNF-" was 

evidenced in 12 samples (92.3%). The reactivity to IL-1!, TNF-", osteopontin and CD61 was 

not found in the control samples, immunonegative to SM, but in some cases, 

immunoexpression of fibrinogen (60.0%) and PCR (50.0%) was observed. The detection of 

SM in atherosclerotic plaques, in addition to the visualization of Streptococcus in areas of 

tissue alteration, suggests that in these samples, microorganisms found a favorable 
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environment for their proliferation. In addition, positive immunoexpression of TNF-", IL-1!, 

fibrinogen, CRP, osteopontin and CD61 in atherosclerotic plaque samples immunopositive to 

SM may suggest a possible association with atherosclerosis. 

  

 

Keywords: Atherosclerosis. Streptococcus mutans. Real-time Polymerase chain reaction. 

Immunohistochemistry. Inflammation. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 
 

Aterosclerose é uma doença cardiovascular (DCV) progressiva crônica de origem 

multifatorial que acomete artérias musculares e elásticas de médio a grande calibres. É 

tradicionalmente caracterizada por retenção de colesterol na parede da artéria, com 

consequente espessamento focal, remodelação vascular e subsequente estreitamento do lúmen 

arterial, diminuindo o fluxo sanguíneo. Essas lesões podem sofrer defeitos de superfície com 

ruptura da placa aterosclerótica, originando hematoma, hemorragia e formação de trombos, 

que podem levar a consequências como infarto agudo do miocárdio, acidente vascular 

cerebral, aneurisma de aorta e doença vascular periférica (HARASZTHY et al., 2000; 

PUCAR et al., 2007; RENKO et al., 2008). 

Nem todos os casos de aterosclerose podem ser associados a fatores de risco 

tradicionais, como hipertensão, hipercolesterolemia, diabetes mellitus, obesidade, fumo e 

sedentarismo, sugerindo que outros fatores, como status socioeconômico, por exemplo, 

podem estar associados a essa doença (BATAGINI et al., 2016; BITTNER et al., 2017; 

PSALTOPOULOU et al., 2017).  

Ao longo dos anos, surgiram, então, evidências indicando que a inflamação 

desempenha papel importante na aterosclerose, podendo operar em todos os estágios dessa 

patologia (RINCÓN et al., 2015). Disfunção endotelial está relacionada a lesão aterosclerótica 

incipiente. Sabe-se que o endotélio normal não é aderente a leucócitos circulantes, porém, 

uma vez expostas a estímulos inflamatórios, células endoteliais são estimuladas a produzir 

molécula de adesão intercelular 1 (VCAM-1) e quimiocinas, como proteína quimioatrativa de 

monócitos-1 (MCP-1). VCAM-1 e MCP-1, por sua vez, favorecem a adesão de monócitos e 

sua diapedese para a camada íntima do vaso, onde são estimulados a se transformar em 

macrófagos e fagocitar lipídios de baixa densidade oxidados (LDL), tornando-se macrófagos 

espumosos que, ao sofrerem apoptose, resultam na liberação e acúmulo de lipídios na camada 

íntima. Ao mesmo tempo, macrófagos liberam interleucina-1! (IL-1!) e fator de necrose 

tumoral-" (TNF") amplificando a resposta inflamatória local e os eventos que levam a 

estágios iniciais da aterosclerose (PACKARD; LIBBY, 2008). 

As infecções bacterianas podem estar bastante associadas a esse processo, 

contribuindo com a formação de ateromas através de mecanismos diretos e indiretos. Sabe-se 

que, in vitro, algumas bactérias podem provocar agregação plaquetária, invadir células 

endoteliais e causar dano endotelial (mecanismos diretos), além de induzir produção de 

moléculas de adesão intracelular, produção de citocinas e de anticorpos contra 
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lipopolissacarídeos, e provocar disfunção do sistema imune (mecanismos indiretos) (PUCAR 

et al., 2007). 

Dessa maneira, infecções bacterianas crônicas, como gastrite por Helicobacter 

pylori, pneumonia por Chlamydophila pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae, além de 

infecções orais, estão sendo cada vez mais associadas ao aumento do risco para aterosclerose 

(LIBBY, 2002; MUSSA et al., 2006; PIERRI et al., 2006; PUCAR et al., 2007).  

Cárie dentária e doença periodontal crônica são as doenças infecciosas bucais 

mais frequentes (MARCENES et al., 2013). Estudo realizado em 2010 sobre avaliação global 

de doenças (The Global Burden of Diseases 2010 study) aponta a cárie de dentes permanentes 

como a doença mais frequente mundialmente, dentre todas as doenças estudadas, e não só as 

infecções orais, ficando a doença periodontal em sexto lugar (MARCENES et al., 2013).  

 A cárie é uma doença biofilme sacarose dependente (FEJERSKOV, 2004; LEME 

et al., 2006), que ocorre a partir da interação entre bactérias específicas, como Streptococcus 

mutans (S. mutans), constituintes da dieta e biofilme (placa dentária), resultando em cavitação 

dentária (LEME et al., 2006). A periodontite é uma doença crônica inflamatória, também 

induzida por biofilme, caracterizada por perda de estruturas de suporte dentário. É causada 

por uma microbiota heterogênea formada por bactérias como Prevotella intermedia (P. 

intermedia), Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) e Tannerella forsythensis (T. 

forsythensis), tendo um mecanismo inflamatório fortemente relacionado com a doença 

(SHAY, 2002; FIGUERO et al., 2011; HAJISHENGALLIS, 2014). 

A associação entre doença periodontal e alterações vasculares não é recente. 

Estudos como os de Mattila e colaboradores, e Syrjanen e colaboradores, publicados em 1989, 

já posicionavam a infecção oral como tendo papel etiológico nas DCVs. Posteriormente, 

resultados de grandes estudos epidemiológicos e trabalhos de metanálise fortaleceram essa 

hipótese, indicando associação positiva moderada entre essas doenças (JANKET et al., 2003; 

MEURMAN; SANZ; JANKET, 2004; BEHLE; PAPAPANOU, 2006; DEMMER; 

DESVARIEUX, 2006; MUSTAPHA et al., 2007; HUMPHREY et al., 2008; XU et al., 2017). 

Mecanismos mediados por micro-organismos orais e a inflamação desencadeada 

por eles têm sido propostos para explicar o seu envolvimento na aterogênese. Bactérias 

associadas com doença periodontal podem, supostamente, colonizar as placas ateromatosas e 

causar danos a essas placas induzindo inflamação local, resultando na propagação de eventos 

inflamatórios que levariam a formação, desenvolvimento e eventual ruptura de ateromas 

(TELES; WANG, 2011).  
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Por outro lado, estudos in vitro têm investigado o papel de bactérias cariogênicas 

na aterogênese. Alguns autores verificaram que S. mutans possui a capacidade de se aderir a 

proteínas de matriz extracelular (colágeno tipo 1) (NOMURA et al., 2012), induzir agregação 

plaquetária (NAKANO et al., 2005; MATSUMOTO-NAKANO et al., 2009), invadir células 

endoteliais humanas (ABRANCHES et al., 2009; NAGATA; DE TOLEDO; OHO, 2011), e 

induzir o aumento de produção de citocinas fortemente associadas à patogênese da 

aterosclerose, como IL-1, IL-6 e MCP-1 (NAGATA; DE TOLEDO; OHO, 2011). Além 

disso, essas bactérias podem induzir a formação de macrófagos espumosos, que, como visto 

anteriormente, estão relacionados diretamente ao desenvolvimento dessa doença 

(KURAMITSU et al., 2001; NAKANO et al., 2006; JUNG et al., 2009).  

Corroborando esses achados, várias bactérias orais, como S. mutans, P. 

intermedia, P. gingivalis e Treponema denticola (T. denticola) têm sido encontradas em 

amostras de placas ateroscleróticas, por meio de exames moleculares mais sensíveis, o que é 

fator importante para determinar relação entre doença aterosclerótica e doenças bucais, como 

cárie e periodontite (HARASZTHY et al., 2000; CAIRO et al., 2004; SANZ et al., 2004; 

LEHTINIEMI et al., 2005; RATH et al., 2014; MAHENDRA et al., 2015; SZULC et al., 

2015).  

A identificação desses micro-organismos orais tanto em amostras cardíacas como 

em placa bacteriana dentária pode ser realizada através de biologia molecular. O 

desenvolvimento de novas técnicas, objetivando a análise de DNA, RNA ou proteínas, tem 

permitido não apenas a aquisição de conhecimento no campo da genética microbiana, mas 

também a criação de bases para o desenvolvimento e aperfeiçoamento de técnicas 

diagnósticas. A Reação em Cadeia de Polimerase é um exemplo, e tem emergido como a mais 

poderosa ferramenta de amplificação de genes e permitido rápida identificação de 

determinadas espécies bacterianas com especificidade e sensibilidade significantemente 

melhoradas (SANZ et al., 2004).  

Nesses testes, é imprescindível a extração do material genético e a posterior 

amplificação de regiões do genoma específicas, através da utilização de primers e/ou sondas 

desenhados para cada espécie, e utilizados, sob condições altamente rigorosas, para detecção 

de micro-organismos-alvo em diferentes amostras (SANZ et al., 2004; BAHRANI-

MOUGEOT et al., 2008).   

Evidências de que infecções orais contribuem ou são fatores decisivos para o 

desenvolvimento de placas ateroscleróticas ainda são conflitantes, e estudos de identificação 

de bactérias periodontais através de Reação em Cadeia da Polimerase em tecido vascular têm 
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obtido resultados bastante variados, o que dificulta a comprovação da participação dessas 

bactérias na aterogênese (HARASZTHY et al., 2000; CAIRO et al., 2004; SANZ et al., 2004; 

LEHTINIEMI et al., 2005; RATH et al., 2014; MAHENDRA et al., 2015; SZULC et al., 

2015).  

Por outro lado, poucos estudos têm investigado a presença de micro-organismos 

cariogênicos, como S. mutans, em tecidos vasculares (NAKANO et al., 2006, 2009; 

NOMURA et al., 2006; NEMOTO et al., 2008), apesar de esses micro-organismos serem 

capazes de invadir células endoteliais e estimular a produção de marcadores inflamatórios, 

como citado anteriormente (FRIEDEWALD et al., 2009). 

Outros métodos, como microscopia eletrônica (DA SILVA et al., 2003), cultura 

bacteriana (FIEHN et al., 2005; PADILLA et al., 2006) e imuno-histoquímica (CHIU, 1999) 

têm sido utilizados para identificação de bactérias em placas ateroscleróticas, com resultados 

inconclusivos.  

Em busca de resultados mais consistentes, estudos de modelo animal para 

investigar a patogênese de uma infecção sistêmica crônica por S. mutans e subsequente 

aterosclerose têm sido realizados (ZHANG et al., 2010; KESAVALU et al., 2012). Apesar de 

alguns autores não encontrarem relação entre infecção sistêmica por S. mutans e aumento do 

crescimento da placa aterosclerótica (ZHANG et al., 2010), o estudo de Kesavalu e 

colaboradores (2012) verificou que infecção com a cepa invasiva de S. mutans OMZ175 

acelera o desenvolvimento de placa aterosclerótica e aumento da resposta inflamatória em 

modelo animal de ratos ApoE nulos, quando comparados com controle, sem infecção por S. 

mutans. 

Diante desses resultados divergentes, ainda não está claro se bactérias orais 

presentes em placas ateroscleróticas estão envolvidas na etiopatogênese da doença, já que 

Reação em Cadeia da Polimerase detectaria fragmentos de bactéria, bactérias mortas que 

teriam sido aprisionadas em uma placa aterosclerótica já existente, ou até mesmo 

contaminação da amostra (FIEHN et al., 2005).  

A avaliação da expressão de diferentes biomarcadores (inflamatórios, trombóticos 

e osteogênicos) em placas ateroscleróticas e sua correlação com a presença de S. mutans 

nessas amostras pode trazer uma associação positiva da infecção com a intensidade do 

processo inflamatório local, sendo esse um achado importante para verificação do possível 

papel de bactérias orais na progressão das doenças ateroscleróticas.  
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2 PROPOSIÇÃO  

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a relação entre a presença de Streptococcus mutans e alterações teciduais 

e inflamatórias em vasos com acometimento de aterosclerose. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

1. Avaliar presença de Streptococcus mutans em placa aterosclerótica de pacientes com e 

sem doença vascular. 

2. Avaliar a expressão de osteopontina, CD61, fibrinogênio, Proteína C-Reativa (PCR), 

IL1-! e TNF-" em amostras de placa aterosclerótica e vasos sadios. 
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3 CAPÍTULOS 

 

Esta tese está baseada no Artigo 46 do Regimento Interno do Programa de Pós-

Graduação em Odontologia da Universidade Federal do Ceará, que regulamenta o formato 

alternativo para dissertações de Mestrado e teses de Doutorado, e permite a inserção de 

artigos científicos de autoria ou coautoria do candidato (Anexo A). Por se tratarem de 

pesquisas envolvendo seres humanos, ou partes deles, o projeto de pesquisa deste trabalho foi 

submetido à apreciação Comitê de Ética em Pesquisas do Hospital Universitário Wálter 

Cantídio, tendo sido aprovado sob o protocolo 118.11.11 (Anexo B) e do Comitê de Ética em 

Pesquisa de seres humanos da Universidade Federal do Ceará sob CAAE Nº 

25663514.4.0000.5054 e CAAE Nº 45319615.9.0000.5054 (Anexos C e D). Assim sendo, 

esta tese é composta de dois capítulos contendo artigos científicos que serão submetido para 

publicação nos periódicos “Caries Research” (Anexo E) e “Internacional Journal of 

Cardiology” (Anexo F) conforme descrito abaixo: 

 

 

Capítulo 1: Pesquisa de Streptococcus mutans em placas ateroscleróticas: avaliação 

molecular, histomorfológica e imuno-histoquímica 

 

Forte CPF, Sousa FB 

 

Capítulo 2: Expressão imuno-histoquímica de Streptococcus mutans, osteopontina, CD61 

e marcadores inflamatórios em placas ateroscleróticas de pacientes com doença vascular  

 

Forte CPF, Sousa FB 
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Resumo 

A relação entre bactérias orais e aterosclerose tem sido objeto de investigação, e estudos têm 

sugerido que bactérias cariogênicas participam da etiopatogênese e progressão dessa doença. 

Streptococcus mutans (SM) tem sido detectado em placas ateroscleróticas com variável 

frequência, porém a relação entre a presença dessas bactérias e alterações teciduais ainda não 

foi estudada. O presente estudo teve por objetivo verificar presença de SM em placas 

ateroscleróticas, através de técnicas com diferentes sensibilidades, correlacionando com 

alterações histológicas das placas. Um total de 13 placas ateroscleróticas, coletadas de 

pacientes com doença vascular, foram submetidas a qPCR e análises histopatológica 

(hematoxilina/eosina – HE), histoquímica por coloração de Giemsa (CG) e imuno-

histoquímica para SM (estreptavidina-biotina-peroxidase). Dez amostras de vasos sadios, 

coletadas durante procedimento de necropsia, foram utilizadas como controle. Avaliação 

qualitativa das características microscópicas foi realizada por um patologista. Todas as 

amostras-controle, microscopicamente sadias, foram positivas para SM apenas através de 

qPCR. Placas ateroscleróticas apresentaram positividade para SM (100,0%) através de qPCR 

e imuno-histoquímica, além de exibirem características histopatológicas de aterosclerose 

severa (100%). Presença de tecido fibroso (100,0%) e calcificação (92,3%) foram as 

características mais frequentes, seguidas de formação de trombo (84,6%), células 

inflamatórias mononucleares dispersas (76,9%) e presença de core lipídico (61,5%). A CG 

mostrou que os Estreptococcus colonizaram áreas de core lipídico, tecido fibroso e 

calcificação, não sendo positiva nos vasos do grupo controle. A detecção de SM em placas 

ateroscleróticas, além da visualização de Estreptococcus em áreas de alteração tecidual, 

sugere que nessas amostras, os micro-organismos encontraram ambiente favorável para sua 

proliferação.  
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Introdução 

 

Aterosclerose é uma doença progressiva crônica de origem multifatorial que 

acomete artérias musculares e elásticas de médio a grande calibres. É caracterizada por 

retenção de colesterol na parede da artéria, com consequente espessamento focal, formação de 

placa aterosclerótica, remodelação vascular e subsequente estreitamento do lúmen arterial, 

diminuindo o fluxo sanguíneo [Haraszthy et al., 2000; Pucar et al., 2007; Renko et al., 2008]. 

Além de fatores de risco tradicionais, a inflamação tem sido identificada na 

etiopatogênese dessa doença. Além disso, acredita-se que outros fatores, como patógenos 

orais, podem estar associados à aterosclerose [Haraszthy et al., 2000; Demmer e Desvarieux, 

2006; Humphrey et al., 2008]. 

Pesquisa anterior reportou a presença de DNA de bactérias orais em amostras de 

placas ateroscleróticas, principalmente o S. mutans, uma bactéria cariogênica gram-positiva e 

importante componente de biofilmes orais cariogênicos. O estudo incluiu avaliação da 

condição de saúde bucal dos pacientes, através dos índices: Dentes Cariados, Perdidos e 

Obturados (CPOD) e Registro Periodontal Simplificado (PSR), observando alta frequência de 

bactérias cariogênicas em placa dental e saliva de pacientes desdentados, em sua maioria, com 

elevada experiência prévia de cárie. Esse achado foi associado à alta frequência de S. mutans 

(100%) em tecido vascular [Fernandes et al., 2014]. 

Outros autores têm detectado bactérias periodontais, como P. intermedia, P. 

gingivalis e T. denticola, em amostras de placas ateroscleróticas, através de exames 

moleculares sensíveis, como a Reação em Cadeia da Polimerase [Haraszthy et al., 2000; Cairo 

et al., 2004; Sanz et al., 2004; Fiehn et al., 2005; Lehtiniemi et al., 2005; Rath et al., 2014; 

Mahendra et al., 2015; Szulc et al., 2015]. Porém, poucos estudos têm investigado a presença 

de S. mutans nessas amostras, apesar de essa bactéria ser capaz de invadir células endoteliais 

e induzir eventos iniciadores de aterosclerose [Nakano et al., 2006a; Nemoto et al., 2008; 

Nomura et al., 2012; Nomura et al., 2014].  

Acredita-se que a detecção de bactérias orais em tecido vascular com alteração 

histológica seja fator importante para determinar relação entre doença aterosclerótica e 

doenças bucais [Haraszthy et al., 2000; Cairo et al., 2004; Sanz et al., 2004; Fiehn et al., 2005; 

Lehtiniemi et al., 2005; Nakano et al., 2006a; Nakano et al., 2009; Rath et al., 2014; Szulc et 

al., 2015]. Apesar disso, a viabilidade das bactérias encontradas em tecidos vasculares tem 

sido questionada, com alegações de que a Reação em Cadeia da Polimerase detectaria 

fragmentos de bactéria, bactérias mortas que estariam aprisionadas em uma placa 
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aterosclerótica já existente, ou até mesmo contaminação da amostra [Fiehn et al., 2005].  

A visualização microscópica de bactérias em placas ateroscleróticas e sua 

associação com alterações histomorfológicas da aterosclerose podem fornecer mais 

evidências da participação de bactérias na etiopatogênese e/ou progressão dessa doença. A 

identificação de bactérias em amostras teciduais pode ser realizada através da técnica de 

histoquímica, com utilização de coloração de Giemsa [Barcia, 2007], ou através de imuno-

histoquímica, por exemplo [Chiu, 1999; Johnston et al., 2005]. Porém, essa relação tem sido 

pouco estudada [Lastas et al., 2004].  

Dessa maneira, o presente estudo teve por objetivo investigar a presença/ausência 

de S. mutans em placas ateroscleróticas associando com as alterações histomorfológicas da 

aterosclerose. 

 

 

Materiais e Métodos 

 

Caracterização da amostra  

 

Participaram do estudo pacientes diagnosticados com estenose de carótida ou 

aneurisma de aorta e agendados, consecutivamente, para cirurgia vascular em dois centros 

cirúrgicos de referência em Cardiologia, durante o período de março de 2012 a setembro de 

2013. Para controle do experimento, dez vasos sanguíneos (artérias carótida e aorta), obtidos 

de indivíduos sadios submetidos a procedimento de necropsia, na Perícia Forense do Estado 

do Ceará (PEFOCE), foram coletados de dezembro de 2014 a setembro de 2015. Como 

critérios de inclusão, foram considerados aqueles com até 25 anos de idade e que morreram 

por morte violenta. Foram excluídos indivíduos que morreram por causas cardíacas, como 

infarto agudo do miocárdio, enforcados, afogados ou por asfixia, que apresentaram perfuração 

cardíaca por arma de fogo, que morreram por septicemia e muito tempo após o início da causa 

básica.  

O protocolo do estudo foi aprovado pelos Comitês de Ética em Pesquisa do 

Hospital Universitário Walter Cantídio, sob o protocolo 118.11.11, e da Universidade Federal 

do Ceará, sob números CAAE 45254215.3.0000.5054 e 25663514.4.0000.5054. Além disso, 

a pesquisa foi conduzida eticamente de acordo com a Declaração de Helsinki. 

Informações sobre histórico de fumo, hipertensão, diabetes mellitus, dislipidemia, 

obesidade e histórico familiar foram obtidas através de prontuários, anamnese e ficha clínica. 
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De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), foram considerados ex-fumantes 

aqueles pacientes que fumavam, pelo menos, uma vez por dia e pararam há, pelo menos, seis 

meses [Swart e Panday, 2003]. 

 

Coleta da amostra  

 

Um total de 13 placas ateroscleróticas foram coletadas pelo pesquisador 

(C.P.F.F.), de maneira asséptica, com auxílio dos cirurgiões vasculares, durante as cirurgias 

de endarterectomia de carótida e aneurisma de aorta abdominal ou torácica. Duas amostras 

foram coletadas de um mesmo paciente em momentos cirúrgicos diferentes, pois este 

apresentava estenose de carótida direita e esquerda. Um fragmento de cada amostra foi 

armazenado em recipiente estéril, contendo PBS a -20oC, para posterior análise através de 

Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real. Fragmentos remanescentes foram fixados 

em formol a 10% tamponado e incluídos em parafina para posterior análises histomorfológica 

(hematoxilina/eosina – HE), histoquímica (coloração de Giemsa) e imuno-histoquímica 

(método da estreptavidina-biotina-peroxidase) [Fernandes et al., 2014].  

Fragmentos de dez artérias carótida e aorta provenientes de indivíduos submetidos 

a necropsia foram coletados pelo pesquisador (C.P.F.F.), com auxílio dos médicos legistas, 

até dez horas após o óbito, na PEFOCE, e mantidos em formol a 10% tamponado para 

posterior análises histomorfológica (hematoxilina/eosina – HE), histoquímica (coloração de 

Giemsa) e imuno-histoquímica (método da estreptavidina-biotina-peroxidase). Um fragmento 

de cada amostra foi armazenado em recipiente estéril, contendo PBS a -20oC, para posterior 

análise através de Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real. 

 

Extração de DNA e Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real 

 

Para extração de DNA, aproximadamente 30 mg de tecido obtidos do centro das 

placas ateroscleróticas foram cortados em pequenos fragmentos e transferidos para tubos de 

plástico estéreis de 2 mL, mantendo manipulação asséptica. Todas as amostras (placas 

ateroscleróticas e vasos sadios) foram centrifugadas por cinco minutos a 10.000 RPM. A 

extração de DNA prosseguiu de acordo com protocolo baseado no método Brometo de 

Cetiltrimetilamônio (CTAB) [Wilson, 2001; Fernandes et al., 2014]. 

Um total de 13 amostras de DNA extraído de placas ateroscleróticas e dez 

amostras de DNA de vasos sadios foram submetidas à Reação em Cadeia da Polimerase em 
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tempo real para detecção de DNA bacteriano de S. mutans. Primers e sonda foram 

confeccionados comercialmente (Life Technologies®, Foster City, CA, USA), considerando a 

região 16S do DNA ribossomal bacteriano (Tabela 1) [Fernandes et al., 2014]. Os Primers 

foram testados através do programa BLASTN 2.5.1 obtido do servidor National Center for 

Biotechnology Information (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A similaridade da 

sequência obtida foi de 99% para a cepa de S. mutans do banco de dados GenBank, utilizada 

como referência.  

Para realização da Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real, acrescentou-

se 1 µL de DNA genômico a 8 µL de TaqMan® Universal PCR Master Mix (Life 

Technologies®, Foster City, CA, USA), 0,35 µL de primer e 3,15 µL de água. O volume final 

de 14 µL foi obtido com a adição de Internal PCR Control (IPC) (1 µL) e IPC DNA (0,5 µL) 

utilizado como controle interno da reação. Amplificação foi realizada em termociclador 7500 

Real-Time PCR System (Life Technologies®, Foster City, CA, USA). DNA bacteriano foi 

substituído por água para controle negativo da reação. O protocolo da Reação em Cadeia da 

Polimerase em tempo real consistiu o passo inicial de desnaturação a 95oC por dez minutos, 

seguido por 40 ciclos a 95oC por 15 segundos e 60oC por um minuto [Fernandes et al., 2014].  

As análises moleculares foram realizadas no Laboratório de Pós-Graduação da 

Universidade Federal do Ceará (Fortaleza, Brasil), Laboratório de Citogenética Humana e 

Laboratório de Genética Humana e Médica da Universidade Federal do Pará (Belém, Brasil). 

 

Análise histomorfológica 

 

Inicialmente, foram confeccionados blocos parafinados com as amostras fixadas 

em formol tamponado. Os blocos foram cortados em espessura de 3 µm e corados pela 

hematoxilina/eosina conforme protocolo adaptado de Junqueira e Carneiro [2013] para análise 

histomorfológica. Um patologista (F.B.S.) avaliou as placas ateroscleróticas e os vasos sadios 

quanto às características próprias de aterosclerose severa, utilizando os parâmetros 

presente/ausente para cada uma das seguintes características: formação de trombo, core 

lipídico, tecido fibroso, calcificação, células inflamatórias [Lovett et al., 2004].   

 

Análise histoquímica 

 

Para coloração de Giemsa, os blocos parafinados foram cortados a 4 µm. Secções 

histológicas foram desparafinizadas com xilol e hidratas com álcool. Os cortes foram lavados 
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em água corrente para retirar o excesso de álcool. Corante de Giemsa a 10% foi colocado 

sobre as lâminas, durante 30 minutos, em temperatura ambiente, e o excesso do corante, 

retirado em água corrente. As lâminas foram colocadas para secar em estufa a 60oC, durante 

cinco minutos. Por fim, as lâminas foram montadas em resina sintética.  

Um patologista (F.B.S.) avaliou a presença de bactérias quanto à localização na 

amostra (bactérias presentes na periferia ou no centro das amostras) e quanto à relação com 

alterações teciduais previamente identificadas. 

 

Análise Imuno-histoquímica 

 

A reação de imuno-histoquímica foi realizada em cortes histológicos de 3 µm de 

espessura, dispostos em lâminas histológicas silanizadas, seguindo-se  a técnica de 

estreptavidina-biotina-peroxidase padrão com modificação [Hsu e Raine, 1981]. O anticorpo 

primário utilizado foi o S. mutans, em uma diluição de 1:100 (ab 31181, Abcam Inc., 

Cambridge, MA, USA). As lâminas foram incubadas em estufa a 70ºC, por três horas e, após 

este período, foram desparafinizadas em xilol e gradientes de álcool. Foi realizada a 

recuperação antigênica com ácido cítrico, em ambiente de micro-ondas (um ciclo de 12 

minutos, contado a partir da ebulição, em potência máxima). Após bloqueio da atividade 

endógena da peroxidase (solução aquosa de H2O2 a 10V), o anticorpo primário foi incubado 

por 12 horas, a 4oC em câmara úmida. Foi adicionado o anticorpo secundário biotinilado 

seguido do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase, sendo revelado com o cromógeno 

diaminobenzidina (DAB) (Sigma Co., S. Louis, MO, EUA), tendo o peróxido de hidrogênio 

como substrato. Após a revelação, as lâminas foram contra-coradas com hematoxilina de 

Harrys. Como controle negativo da reação, foi omitido o anticorpo primário. Para controle 

positivo do anticorpo S. mutans, foi utilizado tecido gengival localizado próximo a cárie 

dentária de paciente atendido em serviço odontológico ambulatorial.  Avaliou-se presença (P) 

e ausência (A) do S. mutans nas placas ateroscleróticas e amostras de controle. 

 

Análise estatística 

 

Análise estatística descritiva foi utilizada para caracterizar a amostra e analisar 

bactérias identificadas nas placas ateroscleróticas. As variáveis demográficas quantitativas 

foram expressas em forma de média±DP. As variáveis qualitativas nominais foram expressas 

em forma de frequência absoluta (frequência relativa). 
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Resultados 

 

Um total de 12 pacientes, com média de idade de 68,9±10,5 anos (Média±DP) 

(variação 45-82 anos), foram incluídos no estudo. Destes, 58,3% apresentavam estenose de 

carótida e 41,7%, aneurisma de aorta. Variáveis demográficas, histórico médico e de fumo 

dos pacientes estão expressos na tabela 2. 

As 13 placas ateroscleróticas foram positivas para DNA de S. mutans através de 

Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real (100%) e apresentaram características 

histopatológicas de aterosclerose severa (Figuras 1 a 3). Presença de tecido fibroso (100,0%) 

e calcificação (92,3%) foram as características mais frequentes, seguidas de formação de 

trombo (84,6%), células inflamatórias mononucleares dispersas (76,9%) e presença de core 

lipídico (61,5%) (Tabela 3). As dez amostras de controle, que não tinham características 

microscópicas de aterosclerose, também apresentaram positividade para S. mutans através de 

Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real (100%).  

Coloração pelo método de Giemsa revelou a presença de bactérias do gênero 

Estreptococcus em todas as amostras de placas ateroscleróticas, sempre localizados no centro 

destas. A presença de Estreptococcus segundo as alterações teciduais próprias da 

aterosclerose está descrita na Tabela 3. As bactérias foram visualizadas, principalmente, em 

áreas de core lipídico (Figura 4), tecido fibroso (Figura 5) e calcificação (Figura 6). As 

amostras de controle foram negativas para Estreptococcus através desse método. 

S. mutans foi identificado por imuno-histoquímica em todas as amostras de placas 

ateroscleróticas (Figura 7), e todas as amostras-controle foram negativas para esse anticorpo. 

Marcação imuno-histoquímica para S. mutans também foi identificada em células fagocíticas, 

como macrófagos espumosos (Figura 8), podendo corresponder a antígeno degradado.  

 

Discussão 

 

No presente estudo, após caracterização da amostra, verificou-se que pacientes 

que não apresentavam comorbidades conhecidas para aterosclerose, faixa etária de risco, ou 

histórico de fumo também apresentaram doença vascular e formação de placas 

ateroscleróticas, o que corrobora as afirmações de alguns autores de que outros fatores, como 

infecção bacteriana, podem estar envolvidos na etiopatogênese dessa doença [Haraszthy et al., 

2000; Demmer e Desvarieux, 2006; Humphrey et al., 2008].  
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Desde 1999, diversos estudos têm pesquisado a presença de bactérias orais em 

placas ateroscleróticas, encontrando resultados variados [Chiu, 1999; Haraszthy et al., 2000; 

Da Silva et al., 2003; Cairo et al., 2004; Kurihara et al., 2004; Fiehn et al., 2005; Lehtiniemi et 

al., 2005; Kozarov et al., 2006; Marques da Silva et al., 2006; Nakano et al., 2006a; Zaremba 

et al., 2006; Aimetti et al., 2007; Pucar et al., 2007; Zaremba et al., 2007; Renko et al., 2008; 

Zhang et al., 2008; Gaetti-Jardim et al., 2009; Nakano et al., 2009; Mahendra et al., 2010; 

Aquino et al., 2011; Figuero et al., 2011; Fernandes et al., 2014; Rath et al., 2014; Szulc et al., 

2015; Mahendra et al., 2015; Eberhard et al., 2017]. Em estudos anteriores, as metodologias 

utilizadas variaram desde imuno-histoquímica [Chiu, 1999], cultura de bactérias [Da Silva et 

al., 2003; Padilla et al., 2006] e microscopia eletrônica [Da Silva et al., 2003; Armingohar et 

al., 2014], até análises moleculares como hibridização [Zaremba et al., 2006; Zaremba et al., 

2007]. 

Com o passar dos anos, métodos moleculares mais sensíveis, como a Reação em 

Cadeia da Polimerase, começaram a ser amplamente utilizados. O método de Reação em 

Cadeia da Polimerase tem demonstrado alta sensibilidade e eficácia em detectar DNA 

bacteriano em tecido vascular, mesmo quando em pouca quantidade [Kozarov et al., 2006; 

Gaetti-Jardim et al., 2009; Mahendra et al., 2010], sendo a metodologia de escolha em muitos 

estudos. Apesar disso, alguns autores questionaram a viabilidade das bactérias encontradas 

em tecidos vasculares, alegando que a Reação em Cadeia da Polimerase detectaria fragmentos 

de bactéria, bactérias inviáveis que teriam sido aprisionadas em uma placa aterosclerótica já 

existente, ou, até mesmo, contaminação da amostra [Fiehn et al., 2005].  

DNA de S. mutans foi identificado em 100% das amostras de tecido vascular 

(artérias carótida e aorta) sem alteração de aterosclerose, através de Reação em Cadeia da 

Polimerase em tempo real, corroborando os questionamentos de Fiehn e colaboradores 

[2005]. De acordo com Rovery e colaboradores [2005], DNA bacteriano pode persistir em 

tecido cardíaco mesmo quando cultura bacteriana é negativa, podendo ser amplificado através 

de Reação em Cadeia da Polimerase por longos períodos após a bactéria tornar-se inviável. 

Os mesmos autores identificaram que o DNA de Streptoccocus sp. persiste em amostras de 

válvulas cardíacas com histórico de endocardite infecciosa por mais tempo que outras 

bactérias. Portanto, acredita-se que o DNA de S. mutans identificado em amostras de vasos 

sadios, no presente trabalho, corresponda ao DNA de uma bactéria que alcançou essas 

amostras através de bacteremia prévia.   

Estudo prévio pesquisou, através de Reação em Cadeia da Polimerase, a presença 

de DNA de bactérias orais em amostras de artérias carótidas obtidas através de necropsia 
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[Lehtiniemi et al., 2005]. Porém, os autores não limitaram idade ou causa da morte para coleta 

de amostras, que apresentaram características histológicas de lesões ateroscleróticas 

insipientes. Foram identificadas diversas bactérias orais, incluindo Streptococcus salivarius, 

Lactobacillus sp., Actinomyces odontolyticus e Micrococcus sp., sugerindo que as bactérias 

adentraram a corrente sanguínea através de bacteremia.  

Apesar de a presença de bactérias em amostras de placas ateroscleróticas não 

descartar a possibilidade de aprisionamento destas em placas já formadas, alguns autores 

consideram improvável que essas bactérias sejam inofensivas. Sob condições favoráveis, 

micro-organismos invasores geralmente se multiplicam e causam danos aos tecidos [Da Silva 

et al., 2003]. Portanto, detecção de bactérias em placas ateroscleróticas sugere que as mesmas 

podem estar associadas à doença vascular. 

Para esclarecer essa questão, tentativa de cultura de bactérias orais a partir de 

amostras de placas ateroscleróticas foi realizada, obtendo-se resultados negativos [Fiehn et al., 

2005; Padilla et al., 2006]. Outros autores utilizaram microscopia eletrônica para identificação 

de bactérias em amostras de placas ateroscleróticas de aneurisma de aorta, visualizando 

bactérias com diferentes morfologias, incluindo coccus, bacilos e treponema, além de 

macrófagos fagocitando essas bactérias. Segundo os autores, esses achados sugerem que as 

bactérias presentes nos aneurismas estavam viáveis e podem ter contribuído para a resposta 

inflamatória do tecido, fator importante para a formação do aneurisma [Da Silva et al., 2003; 

Armingohar et al., 2014]. 

O presente estudo identificou o S. mutans através de Reação em Cadeia da 

Polimerase, em todas as placas ateroscleróticas (100,0%), uma frequência superior à detectada 

nos poucos estudos que investigaram a presença dessa bactéria na amostra pesquisada (62,8% 

a 74,0%) [Kozarov et al., 2006; Nakano et al., 2006a; Nakano et al., 2007; Nakano et al., 

2009]. Essa grande variação pode ser explicada pela utilização de diferentes técnicas para 

detecção de patógenos, utilização de diferentes primers para uma mesma bactéria, em estudos 

com Reação em Cadeia da Polimerase, diferenças quanto a critérios de inclusão e de exclusão 

da amostra e número variável da amostra.  

Diante dos questionamentos sobre a identificação de DNA bacteriano de S. 

mutans em amostras doentes e sadias, os autores do presente trabalho utilizaram outras 

metodologias para identificação dessas bactérias: coloração de Giemsa e Imuno-histoquímica.  

Para nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que pesquisa a presença de S. 

mutans em placas ateroscleróticas através de imuno-histoquímica, e essa bactéria foi 

imunolocalizada em todas as amostras. Além disso, células fagocitárias também se 
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apresentaram positivas para S. mutans. Os vasos sadios, por outro lado, apesar de positivos 

para S. mutans através de Reação em Cadeia da Polimerase, foram negativos para esse 

anticorpo, demonstrando a diferença de sensibilidade das técnicas. Esse achado reforça a 

hipótese de que, nas amostras sadias, existia pouca quantidade de DNA bacteriano ou 

fragmento de bactéria, detectável apenas pela técnica mais sensível.  

A imuno-histoquímica foi um dos primeiros métodos utilizados para identificação 

de micro-organismos em placas ateroscleróticas, incluindo C. pneumoniae, cytomegalovirus, 

e HSV-1, além de bactérias orais como P. gingivalis e Streptococcus sanguis [Chiu, 1999]. 

Estudo de Chiu [1999] correlacionou a localização das bactérias com características 

histopatológicas da placa, mostrando que os micro-organismos encontravam-se em áreas de 

infiltrado inflamatório histiolinfocitário, úlcera e formação de trombo, sugerindo que a 

presença desses poderia influenciar a morfologia das placas, predispondo à sua ruptura.  

No presente estudo, através da coloração de Giemsa, Estreptococcus foram 

localizados, principalmente, em áreas de core lipídico, tecido fibroso e calcificação. Além 

disso, bactérias também foram visualizadas em áreas de infiltrado inflamatório e formação de 

trombo. Nenhuma bactéria foi visualizada em amostras de vasos sadios através desse método.  

Utilização de histoquímica para detectar bactérias orais em tecidos vasculares tem 

sido pouco realizada. Thawait e colaboradores [2012] utilizaram coloração de gram para 

identificar bactérias em suspeita de aneurisma infeccioso. A coloração revelou infiltrado de 

coccus gram positivos e a cultura confirmou tratar-se de Streptococcus do grupo B. A 

utilização de método histoquímico com coloração de Giemsa, no presente estudo, demonstrou 

que bactérias estão localizadas em áreas de tecido doente. Além disso, as bactérias foram 

detectadas no centro das amostras, e não na periferia destas. Esses achados fornecem 

evidências de que esses micro-organismos estavam presentes na placa aterosclerótica 

intravascular, não podendo ser considerados contaminação da amostra.  

Diversos estudos in vitro têm demonstrado que algumas cepas de S. mutans estão 

associadas a importantes mecanismos de virulência relacionados a doenças vasculares 

[Nakano et al., 2005; Nemoto et al., 2008; Kesavalu et al., 2012; Negrini et al., 2012]. A 

capacidade de S. mutans de se adaptar a estresses do ambiente, durante colonização do 

hospedeiro [Negrini et al., 2012], e sobreviver na corrente sanguínea durante até 72 horas 

(período maior que outras bactérias) [Nakano et al., 2005; Nemoto et al., 2008], associada à 

sua baixa susceptibilidade à fagocitose por polimorfonucleares [Tsuda et al., 2000; Nemoto et 

al., 2008; Jung et al., 2009] é fato crucial para essa aumentada virulência. 
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Outros estudos in vitro verificaram que S. mutans possui a capacidade de se aderir 

a proteínas de matriz extracelular (colágeno tipo 1) [Nomura et al., 2012], induzir agregação 

plaquetária [Nakano et al., 2005; Matsumoto-Nakano et al., 2009], invadir células endoteliais 

humanas [Abranches et al., 2009; Nagata et al., 2011], e induzir o aumento de produção de 

citocinas fortemente associadas à patogênese da aterosclerose, como IL-1, IL-6 e proteína 

quimioatrativa de monócitos 1 (MCP-1) [Nagata et al., 2011]. Além disso, essas bactérias 

podem induzir a formação de macrófagos espumosos, que estão relacionados diretamente ao 

desenvolvimento dessa doença [Kuramitsu et al., 2001; Nakano et al., 2006b; Jung et al., 

2009]. 

No presente estudo, todas as amostras de placa aterosclerótica e vasos sadios 

foram positivas para S. mutans através de Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real. 

No entanto, apenas as placas ateroscleróticas apresentaram positividade para S. mutans 

através de imunohistoquímica. A colonização de Estreptococcus, detectada através de  

coloração de Giemsa, se deu em áreas de core lipídico, tecido fibroso e calcificação. Diante 

dos resultados encontrados, sugere-se que, nas placas ateroscleróticas, os micro-organismos 

encontraram ambiente favorável para sua proliferação.  
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Tabelas 

 

Tabela 1: Primers e sonda confeccionados para identificação de S. mutans em placas 

ateroscleróticas e vasos sadios dos pacientes do presente estudo. Fortaleza-CE, Brasil, 2017. 

 
Micro-organismo                   Primer/Sonda TaqMan (sequencia 5’-3’) 

S. mutans  

Foward GGCTCTCTGGTCTGTCACTGA 

Reverse TCGTTTACGGCGTGGACTAC 

Sonda FAM-CACGCTTTCGAGCCTC-NFQ 
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Tabela 2: Caracterização demográfica, histórico médico e de fumo dos pacientes do presente 

estudo. Fortaleza-CE, Brasil, 2017.  

HAS, hipertensão arterial sistêmica. Dados quantitativos expressos em forma de “Média±DP 
(mínima-máxima)”. Dados qualitativos expressos em forma de “n (%)”. 
*Comorbidades podem estar associadas (ncomorbidades=26).  
** Eventos vasculares Isquêmicos, Acidente Vascular Cerebral prévio, Infarto Agudo do 
Miocárdio prévio, angina e Doença Arterial Obstrutiva Periférica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Variáveis Amostras 
Demográficas  12 pacientes 
Idade 68,9± 10,5 (45-82) 
Sexo  
Masculino 6 (50,0) 
Feminino 6 (50,0) 
Diagnóstico Clínico 13 placas ateroscleróticas 
Estenose de carótida 8 (61,5) 
Aneurisma de Aorta 5 (38,5) 
Comorbidades Médicas  12 pacientes*  
HAS 8 (66,7) 
Dislipidemia 7 (58,3) 
Diabetes 2 (16,7) 
Eventos vasculares isquêmicos 5 (41,7)** 
Outras 4 (33,3) 
Nenhuma 3 (25,0) 
Histórico de Fumo  12 pacientes 
Fumante 1 (8,3) 
Ex-fumante 5 (41,7) 
Nunca fumou 6 (50,0) 
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Tabela 3: Caracterização histológica de placas ateroscleróticas e presença de bactérias do 
gênero Estreptococcus nas amostras. Fortaleza-CE, Brasil, 2017. 
 

Variáveis n (%) 
Amostra total 13 100,0 
Análise histológica   

Formação de trombo 11 84,6 
Core lipídico 8 61,5 
Tecido fibroso 13 100,0 
Calcificação 12 92,3 
Células inflamatórias  10 76,9 

Presença de Estreptococcus* 13 100,0 
Presença de Estreptococcus segundo as alterações histológicas 
das placas ateroscleróticas. 

  

Formação de trombo (n=11) 7 63,6 
Core lipídico (n=8) 8 100,0 
Tecido fibroso (n=13) 13 100,0 
Calcificação (n=12) 9 75,0 
Células inflamatórias (n=10) 7 70,0 

* Coloração de Giemsa.  
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Figuras 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Fotomicrografia de placa aterosclerótica exibindo core lipídico com adipócitos (*) 

e infiltrado inflamatório (**).  HE, 200X.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 -  Fotomicrografia de placa aterosclerótica exibindo extensa área de calcificação.  

HE, 200X. 
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Figura 3 - Fotomicrografia de placa aterosclerótica exibindo core lipídico com 

macrófagos espumosos (*) e áreas de fibrose (**).  HE, 400X.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Fotomicrografia de placa aterosclerótica exibindo Estreptococcus (seta) em área de 

core lipídico. Coloração de Giemsa. 1000X, óleo de imersão. 

 

* 

* 

** 

** 

** 



 
 

45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Fotomicrografia de placa aterosclerótica exibindo Estreptococcus (seta) em área de 

fibrose. Coloração de Giemsa. 1000X, óleo de imersão.  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Fotomicrografia de placa aterosclerótica exibindo Estreptococcus (seta) em 

área de calcificação. Coloração de Giemsa. 1000X, óleo de imersão. 
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Figura 7 – Fotomicrografia de placa aterosclerótica exibindo S. mutans (seta). IHQ, 1000X, 
óleo de imersão.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8 - Fotomicrografia de placa aterosclerótica exibindo macrófago positivo para S. 
mutans. IHQ, 400X. 
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Resumo 

Introdução: O Streptococcus mutans (SM) tem sido identificado em placas ateroscleróticas 

em alta frequência. Estudos laboratoriais tem pesquisado a relação dessa bactéria com a 

ativação de marcadores inflamatórios e trombogênicos, que são indiretamente associados à 

patogênese da aterosclerose. Porém, o mecanismo patogênico dessa doença ainda não está 

completamente elucidado, e o papel de bactérias orais precisa ser amplamente investigado.  

Objetivo: Realizar estudo da expressão imunohistoquímica de S. mutans, osteopontina, CD61 

e marcadores inflamatórios em placas ateroscleróticas e tecido arterial sadio.  

Metodologia: Estudo imunohistoquímico para SM, IL-1!, TNF-", PCR, osteopontina, 

fibrinogênio e CD61 (estreptavidina-biotina-peroxidase) foi realizado em 13 amostras de 

placa aterosclerótica coletadas de pacientes com doença vascular. Dez artérias sadias 

(controle) obtidas em procedimento de necropsia foram incluídas no estudo.  

Resultados: Todas as 13 amostras de placa aterosclerótica, imunopositivas para SM,  foram 

positivas para os anticorpos fibrinogênio, IL-1!, osteopontina e CD61, enquanto que 

imunoexpressão para PCR e TNF-" foi evidenciada em 12 amostras (92,3%). A reatividade 

para IL-1!, TNF-", Osteopontina e CD61 não foi encontrada nas amostras-controle, 

imunonegativas para SM, porém, em algumas, observou-se imunomarcação para fibrinogênio 

(60,0%) e PCR (50,0%).  

Conclusão: Observou-se, no presente estudo, imunoexpressão positiva de TNF-", IL-1!, 

fibrinogênio, PCR, osteopontina e CD61 em amostras de placa aterosclerótica imunopositivas 

para SM, o que sugere possível relação com a aterosclerose. Porém, estudos futuros são 

necessários para fornecer maiores informações sobre uma possível associação entre grau de 

inflamação das placas ateroscleróticas e colonização por essa bactéria.  
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Introdução 

 

A aterosclerose, principal causa da doença arterial coronariana (DAC), é 

caracterizada pela formação de placas de ateromas no interior dos vasos sanguíneos, 

comprometendo a vascularização tecidual. É uma doença inflamatória associada a fatores de 

risco tradicionais como hiperlipidemia, fumo e hipertensão e, mais recentemente, tem sido 

investigada sua associação com agentes infecciosos, como Chlamydophila pneumoniae, 

Mycoplasma pneumoniae, Helicobacter pylori, e bactérias orais como Porphyromonas 

gingivalis (P. gingivalis), Treponema denticola (T. denticola), Prevotella intermedia (P. 

intermedia) e Streptococcus mutans (S. mutans) [1–7]. Além disso, está fortemente associada 

à calcificação das placas arteriais [8].  

A condição de saúde bucal fornece múltiplas oportunidades para repetida 

disseminação de patógenos orais no sangue. É sabido que procedimentos odontológicos 

invasivos, como extração dentária e raspagem periodontal, são indutores de bacteremia. Além 

disso, doença gengival aguda tem importante papel na propagação hematogênica desses 

patógenos durante procedimentos odontológicos não invasivos, como profilaxia dentária e 

restaurações, e práticas diárias de higiene oral, como escovação, utilização do fio dental, e a 

própria mastigação [9–11]. 

Estudos investigando mecanismos diretos que ligam infecções orais a 

aterosclerose vêm sendo desenvolvidos, e patógenos cariogênicos e periodontais têm 

demonstrado, in vitro, a capacidade de invadir e destruir células endoteliais, favorecer a 

aderência de leucócitos no endotélio vascular e promover a transformação de macrófagos em 

células espumosas, eventos iniciadores dessas doenças [12–16].  

O S. mutans, bactéria cariogênica gram-positiva e importante componente de 

biofilmes orais cariogênicos, tem sido identificado em placas ateroscleróticas em alta 

frequência (62,8% a 100,0%) [6,13,17–19]. Estudos laboratoriais têm pesquisado a relação de 

S. mutans com a ativação de alguns marcadores inflamatórios e trombogênicos, como IL-1!, 

TNF-" e fibrinogênio [20,21], que são indiretamente associados à patogênese da aterosclerose 

[22,23]. Porém, o mecanismo patogênico do desenvolvimento de placas ateroscleróticas ainda 

não está elucidado, e o papel de bactérias orais precisa ser amplamente investigado.  

Portanto, o presente estudo tem o propósito de avaliar imunomarcação para S. 

mutans em amostras de placas ateroscleróticas, correlacionando com a expressão de 

marcadores inflamatórios, osteopontina e CD61.  
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Materiais e Métodos 

 

Aspectos éticos 

 

De acordo com a resolução CNS 466/12 que regulamenta pesquisas envolvendo 

seres humanos, o projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa de seres 

humanos do Hospital Universitário Walter Cantídio (protocolo 118.11.11)(Anexo B), da 

Universidade Federal do Ceará (CAAE: 45254215.3.0000.5054)(Anexo D) e Perícia Forense 

do Estado do Ceará (CAAE: 25663514.4.0000.5054)(Anexo C). 

 

Caracterização da amostra  

 

Participaram do estudo pacientes diagnosticados com estenose de carótida ou 

aneurisma de aorta e agendados, consecutivamente, para cirurgia vascular em dois centros 

cirúrgicos de referência em Cardiologia. Como grupo controle, dez vasos sanguíneos (artérias 

carótida e aorta) obtidos de indivíduos sadios submetidos a procedimento de necropsia, na 

Perícia Forense do Estado do Ceará (PEFOCE), foram coletados. Como critérios de inclusão, 

foram considerados indivíduos com até 25 anos de idade, saudáveis, que morreram por morte 

violenta. Foram excluídos aqueles que morreram por causas cardíacas, como infarto agudo do 

miocárdio, enforcados, afogados ou por asfixia, que apresentaram perfuração cardíaca por 

arma de fogo, que morreram por septicemia e muito tempo após o início da causa básica.  

 

Coleta da amostra  

 

Um total de 13 placas ateroscleróticas foram coletadas, de maneira asséptica, pelo 

pesquisador (C.P.F.F.), com auxílio do cirurgião vascular, durante as cirurgias de 

endarterectomia de carótida e aneurisma de aorta abdominal ou torácica. Fragmentos de cada 

amostra foram fixados em formol 10% tamponado e incluídos em parafina para posterior 

análises histomorfológica (hematoxilina/eosina – HE) e imuno-histoquímica (técnica da 

estreptavidina-biotina-peroxidase).  

Fragmentos de dez artérias carótida e aorta provenientes de indivíduos submetidos 

a necropsia foram coletados pelo pesquisador (C.P.F.F.), com auxílio dos médicos legistas, 

até dez horas após o óbito, na PEFOCE, e mantidos em formol 10% tamponado para posterior 
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análises histomorfológica (hematoxilina/eosina – HE) e imuno-histoquímica (técnica da 

estreptavidina-biotina-peroxidase).   

 

Análise histomorfológica 

 

Inicialmente, os blocos foram cortados em espessura de 3 µm e corados pela 

técnica de hematoxilina/eosina conforme protocolo adaptado de Junqueira e Carneiro [24] 

para análise histomorfológica. Um patologista (F.B.S.), que não participou da coleta das 

amostras, avaliou as placas ateroscleróticas e vasos sadios quanto às características próprias 

de aterosclerose severa, utilizando os parâmetros presente (+) ou ausente (-) para cada uma 

das seguintes características: formação de trombo, core lipídico, tecido fibroso, calcificação e 

células inflamatórias [25].  

 

Análise Imuno-histoquímica 

  

As reações de imuno-histoquímica foram realizadas em cortes histológicos de 3 

µm de espessura, dispostos em lâminas histológicas silanizadas, seguindo-se a técnica de 

estreptavidina-biotina-peroxidase modificada [26]. Anticorpos primários S. mutans (1:100, ab 

31181, Abcam Inc., Cambridge, MA, USA), IL-1! (1:100, ab 9787, Abcam Inc., Cambridge, 

MA, USA), TNF-" (1:50, ab199013, Abcam Inc., Cambridge, MA, USA), fibrinogênio 

(1:200, ab34269; Abcam Inc., Cambridge, MA, USA), Proteína C-Reativa (1:50, ab65842, 

Abcam Inc., Cambridge, MA, USA), osteopontina (1:75, ab69498, Abcam Inc., Cambridge, 

MA, USA) e CD61 (1:50, 2F2, Cell Marque Co., Rocklin, CA, USA) foram utilizados. As 

lâminas foram incubadas em estufa a 70ºC por três horas e, após este período, foram 

desparafinizadas em xilol e gradientes de álcool. Foi realizada a recuperação antigênica com 

ácido cítrico, em ambiente de micro-ondas (um ciclo de 12 minutos, contado a partir da 

ebulição, em potência máxima). Após bloqueio da atividade endógena da peroxidase (solução 

aquosa de H2O2 a 10 V), foi incubado o anticorpo primário, por 12 horas a 4oC em câmara 

úmida. Foi adicionado o anticorpo secundário biotinilado seguido do complexo 

estreptavidina-biotina-peroxidase, sendo revelado com o cromógeno diaminobenzidina 

(DAB) (Sigma Co., S. Louis, MO, EUA),  tendo o peróxido de hidrogênio como substrato. 

Após a revelação, as lâminas foram contra-coradas com hematoxilina de Harrys. Para o 

anticorpo CD61, o sistema automatizado foi utilizado. Foi realizada recuperação antigênica 

no equipamento com tampão ER1, protocolo ARGOS 1. Após bloqueio da atividade 
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endógena da peroxidase, foi incubado o anticorpo primário por 30 minutos. O polímero Bond 

Max Novolink foi o sistema de revelação utilizado. 

Como controle negativo, foi omitido o anticorpo primário, não sendo evidenciada 

nenhuma marcação nos casos avaliados. Para controle positivo, foram utilizadas as seguintes 

amostras: para os marcadores IL-1! e TNF-", mucosa ulcerada de rato; para fibrinogênio e 

Proteína C-Reativa, fígado de rato; para CD61, medula óssea humana; e para osteopontina, 

fibroma ossificante periférico. Para controle positivo do anticorpo S. mutans, foi utilizado 

tecido gengival localizado próximo a cárie dentária de paciente atendido em serviço 

odontológico ambulatorial.  

O estudo microscópico (Olympus CX 41, Olympus®, Shinjuku-ku, Tokyo, Japan) 

foi realizado por um patologista oral (F.B.S.). Imunomarcação tecidual foi avaliada para IL-

1!, TNF-", Proteína C-Reativa, fibrinogênio e osteopontina; e celular/citoplasmática para 

CD61. Os resultados positivos foram expressos em graus de intensidade de marcação, 

considerando-se leve, moderado e intenso (+ a +++), e em extensão de expressão ao longo da 

amostra (Focal e Difuso). Avaliou-se P (presença) e A (ausência) de marcação celular apenas 

para s anticorpos CD61 e S. mutans [27]. Para amostras de vasos sadios, foi considerada 

marcação apenas da camada íntima, de acordo com metodologia previamente publicada [28].  

 

Análise estatística 

 

Análise estatística descritiva foi utilizada para caracterizar a amostra. As variáveis 

demográficas quantitativas foram expressas em forma de média±DP. Para tabulação dos 

dados, foram utilizados os softwares Microsoft Word e Microsoft Excel para Mac OS X. As 

variáveis qualitativas nominais foram expressas como frequência absoluta (frequência 

relativa).  

 

Resultados  

 

Um total de 12 pacientes, com média de idade de 68,9±10,5 anos (Média±DP) 

(variação 45-82 anos), foram incluídos no estudo. Destes, 58,3% apresentavam estenose de 

carótida e 41,7%, aneurisma de aorta. Duas amostras foram coletadas de um mesmo paciente 

em momentos cirúrgicos diferentes, pois este apresentava estenose de carótida direita e 

esquerda.  
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Todas as placas ateroscleróticas apresentaram presença de imunomarcação para S. 

mutans e características histopatológicas de aterosclerose severa. Tecido fibroso (100,0%) e 

calcificação (92,3%) foram as características mais frequentes, seguidas de formação de 

trombo (84,6%), células inflamatórias mononucleares dispersas (76,9%) e core lipídico 

(61,5%) (Tabela 1). Todas as amostras de controle, que não tinham características 

microscópicas de aterosclerose, apresentaram imunoexpressão negativa para essa bactéria.  

Análise descritiva dos resultados de imuno-histoquímica para os marcadores 

utilizados está expressa na tabela 2. Imunoexpressão tecidual positiva para fibrinogênio, IL-

1! e osteopontina foi observada em todas as 13 amostras de placa aterosclerótica analisadas 

(100%), e os anticorpos TNF-" e PCR apresentaram positividade em 12 amostras (92,3%, 

ambos). Para o fibrinogênio e IL-1!, a extensão da imunomarcação foi difusa (100%, ambos), 

sendo predominantemente intensa (84,6%, ambos) a marcação no tecido conjuntivo fibroso e 

em áreas de calcificação. Expressão tecidual para TNF-", PCR e osteopontina apresentou-se 

tanto focal (33,3%, 25,0% e 23,0%, respectivamente) quanto difusa (66,6%, 75,0% e 76,9%, 

respectivamente) em diferentes espécimes e, quanto ao grau de intensidade de marcação, 

oscilou entre leve (8,3%, 8,3% e 30,7%, respectivamente), moderado (33,3%, 16,6% e 30,7%, 

respectivamente) e intenso (58,3%, 75,0% e 38,4%, respectivamente).  

Imunomarcação positiva para CD61, indicando presença de agregados de 

plaqueta, foi observada em todas as amostras de placa aterosclerótica (100%).  

Todas as amostras-controle (100%) foram negativas para os anticorpos CD61, 

TNF-", osteopontina e IL-1!; e parte delas apresentou positividade para PCR (50,0%) e 

fibrinogênio (60,0%). Das amostras positivas, a expressão de imunomarcação variou entre 

focal (60,0% e 50,0%, respectivamente) e difusa (40,0% e 50,0%, respectivamente), e o grau 

de intensidade de marcação entre leve (20,0% e 16,6%, respectivamente), moderado (20,0% e 

33,3% respectivamente) e intenso (60,0% e 50,0%, respectivamente). Figuras 1 a 4 

apresentam painel imuno-histoquímico dos marcadores citados.  

 

Discussão 

 

A aterosclerose é uma doença multifatorial influenciada por eventos 

inflamatórios. Após lesão endotelial, células endoteliais expressam moléculas de adesão, e 

leucócitos (linfócitos T e monócitos) são recrutados para o local. Partículas de lipídio que se 

acumulam na lesão são fagocitadas por macrófagos, o que resulta no desenvolvimento de 

macrófagos espumosos e estrias gordurosas. Por fim, células musculares lisas proliferam e, 
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junto com componentes da matriz extracelular, formam uma cápsula fibrosa que contém a 

lesão. As células envolvidas na formação de placas ateroscleróticas liberam marcadores 

inflamatórios, fatores do complemento, quimiocinas e moléculas de adesão que podem 

contribuir para instabilidade e eventual ruptura da placa [29].  

S. mutans tem sido associado a importantes mecanismos de virulência 

relacionados a doença aterosclerótica [30]. A capacidade de S. mutans de se adaptar a 

estresses do ambiente, durante colonização do hospedeiro [31], e sobreviver na corrente 

sanguínea durante até 72 horas (período maior que outras bactérias) [32,33], associada à sua 

baixa susceptibilidade à fagocitose por polimorfonucleares [33–35] é fato crucial para essa 

aumentada virulência. 

No presente estudo, verificou-se a expressão de imunomarcação e o grau de 

intensidade de marcadores inflamatórios, trombóticos e osteogênicos em placas 

ateroscleróticas positivas para o anticorpo S. mutans e em vasos sanguíneos (aorta e carótida) 

microscopicamente sadios e negativos para essa bactéria através de imuno-histoquímica. As 

amostras de placa aterosclerótica apresentaram imunoexpressão positiva para todos os 

anticorpos estudados, enquanto que o grupo-controle foi positivo apenas para fibrinogênio e 

PCR. 

Todas as amostras de placa aterosclerótica foram positivas para fibrinogênio, com 

marcação predominantemente intensa (84,6%) e difusa (100%). O fibrinogênio é um 

importante componente da cascata de coagulação, e estudos epidemiológicos têm sugerido 

que altos níveis de fibrinogênio plasmático estão associados com aumento de risco de doenças 

cardiovasculares, como doença cardíaca isquêmica e tromboembolismo [36]. 

O fibrinogênio está envolvido diretamente em diversos processos fisiopatológicos 

no organismo, como inflamação, aterogênese e trombogênese. Acredita-se que o fibrinogênio 

infiltra a parede vascular, causa efeitos hemorrágicos, aumenta a reatividade de plaquetas e a 

formação de trombo [36,37]. O aumento da concentração de fibrinogênio pode estar 

relacionado à inflamação ou infecção por bactérias como C. pneumoniae e H. pylori [36]. 

Recentemente, estudos verificaram que algumas cepas de S. mutans são capazes de aumentar 

a taxa de agregação dessa glicoproteína [21].  

A relação entre S. mutans e fibrinogênio tem sido objeto de estudos laboratoriais, 

que verificaram que cepas dessa bactéria são capazes de se ligar a moléculas de matriz 

extracelular como fibronectina, laminina e colágeno tipo 1, além de fibrinogênio, o que pode 

ser importante para auxiliar na sua adesão ao tecido vascular e tecido cardíaco lesado [38,39]. 

Outros autores verificaram que o fibrinogênio é capaz de promover a formação de grande 
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quantidade de biofilme de S. mutans em meios de cultura celular, comparado com meios de 

cultura sem fibrinogênio, além de aumentar a adesão de S. mutans a células endoteliais, 

configurando uma via de mão dupla [40]. Estudos têm demonstrado que existe uma 

associação entre a patogenicidade de algumas espécies microbianas, como S. mutans, e sua 

habilidade de formar biofilmes em superfícies sólidas, como tecidos, cateteres ou implantes 

[41].  

No presente estudo, algumas amostras de vasos sadios (controle) apresentaram 

positividade para fibrinogênio (60%), que variou entre marcação leve (16,6%), moderada 

(33,3%) e intensa (50,0%). Estudo de Smith e colaboradores [42] demonstrou que 

fibrinogênio e antígeno relacionado ao fibrinogênio estão presentes em placas 

ateroscleróticas, bem como na camada íntima de artérias normais. Os autores pesquisaram 

amostras obtidas a partir de cirurgia de reconstrução vascular e de necropsia, não encontrando 

diferenças na concentração de fibrinogênio entre as amostras, concluindo que existe formação 

contínua de fibrina e fibrinólise na camada íntima arterial [42].  

Todas as amostras de placa aterosclerótica, na atual pesquisa, apresentaram 

imunoexpressão positiva e difusa para IL-1! (100%), com intensidade de marcação variando 

entre intensa (84,6%) e moderada (15,4%). Para TNF-", a imunomarcação variou entre focal 

(33,3%) e difusa (66,6%), sendo, predominantemente, intensa (58,3%). Todas as amostras-

controle foram negativas para esses marcadores.  

IL-1! é uma importante citocina do sistema imune e atua estimulando células 

fagocíticas mononucleares a aumentar a expressão de moléculas de MHC-II para apoiar a 

função de linfócitos T citotóxicos em ativar o processo de fagocitose de bactérias 

intracelulares. Contribuindo com a aterosclerose, estimula células endoteliais a expressar 

moléculas de adesão, ativa linfócitos Th1/CD4 para proliferar e multiplicar seus clones e 

induz apoptose de células inflamatórias, causando liberação abundante de radicais livres que 

formam muito LDL oxidado, armazenados nos tecidos subendoteliais [20,43].   

TNF-" é uma potente citocina pró-inflamatória que inicia uma cascata de 

citocinas e aumenta a permeabilidade vascular, o que recruta macrófagos e neutrófilos ao sítio 

de infecção [20]. É expressa por células apresentadoras de antígeno e leucócitos e tem papel 

importante na fagocitose de bactérias gram-negativas. Além disso, estimula a secreção de IL-

1! por células mononucleares e, assim como IL-1!, aumenta a expressão de moléculas de 

MHC-II em macrófagos, auxiliando na ativação do processo de fagocitose de bactérias 

intracelulares.  
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Estudo de Kim e colaboradores [20] examinou a produção de TNF-" e IL-1!, 

assim como vias de sinalização através da estimulação de receptores toll-like (TLR), induzida 

por S. mutans, em macrófagos de ratos. Esse estudo verificou que S. mutans é capaz de 

induzir a produção de TNF-" e IL-1! através da estimulação de Fator Nuclear #B (NF #B) 

dependente de TLR2 e TLR4. Outro estudo verificou correlação positiva entre S. mutans e 

concentração de IL-1! em saliva [44]. Essa relação pode justificar a predominância de 

marcação intensa e difusa para esses anticorpos no presente estudo.   

Apenas uma amostra de placa aterosclerótica apresentou negatividade para TNF-

". Observou-se, nessa amostra, ausência de células inflamatórias, o que pode justificar a 

imunoexpressão negativa desse anticorpo.  

No presente estudo, todas as placas ateroscleróticas exibiram positividade para 

CD61, indicando presença de agregados de plaqueta nessas amostras. Porém, as amostras-

controle não apresentaram imunoexpressão para esse anticorpo. CD61 é um anticorpo que 

marca a subunidade IIIa do complexo glicoproteico heterodimérico IIb/IIIa não 

covalentemente ligado, presente nas plaquetas humanas e seus precursores [37]. Alguns 

estudos já reportaram que plaquetas são necessárias para a formação do biofilme do S. mutans 

no plasma, além de aumentarem a aderência desse patógeno às células endoteliais, 

melhorando a capacidade de invadir essas células [40,45]. Matsumoto-Nakano e 

colaboradores [14] também investigaram a interação entre as plaquetas e o S. mutans, e 

reportaram que um antígeno proteico de superfície celular (PAc) contribui para a agregação 

de plaquetas, podendo representar um fator de virulência para doença aterosclerótica. 

Acredita-se que micro-organismos localizados na parede do vaso, como na atual pesquisa, 

podem aumentar a inflamação através da interação com plaquetas circulantes [46], e a 

imunomarcação positiva para CD61 pode reforçar essa teoria. 

Sabe-se que marcadores teciduais, como osteopontina e PCR, estão diretamente 

relacionados à etiopatogênese da aterosclerose. A osteopontina é uma proteína não-

colagenosa associada a formação de osso e mineralização que se liga fortemente ao cálcio e à 

hidroxiapatita. Estudo in vitro demonstrou que essa proteína pode ser expressa por células 

musculares lisas derivadas de artérias [47].  

Fitzpatrick e colaboradores [8] demonstraram que placas ateroscleróticas com 

áreas de calcificação foram positivas para osteopontina através de imuno-histoquímica, 

enquanto que paredes de artérias normais, sem calcificação, foram negativas para esse 

marcador. Acredita-se que a osteopontina possa contribuir para o desenvolvimento da 

aterosclerose, sendo excretada por macrófagos espumosos e recrutando células de músculo 
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liso. Porém, ainda não se sabe ao certo como o processo de calcificação de placas 

ateroscleróticas ocorre nem porque apenas algumas placas ateroscleróticas calcificam [48]. 

A PCR é um marcador inflamatório preditivo de DCV, e a concentração sérica de 

PCR pode aumentar em até 1000 vezes diante de inflamação. É uma das substâncias presentes 

nas placas ateroscleróticas, especificamente na camada íntima dos vasos, junto com 

macrófagos e lipoproteínas, o que sugere uma contribuição direta desse marcador para a 

aterogênese. Acredita-se que a PCR está envolvida em todos os processos da aterosclerose, 

influenciando na ativação do complemento, apoptose, recrutamento de monócitos, acúmulo 

de lipídios e trombose [29]. Estudo de Libby e colaboradores [49] verificou que a expressão 

de PCR causou a aceleração de uma lesão aterosclerótica em aorta de ratos. 

As 13 amostras de placa aterosclerótica, na atual pesquisa, positivas para S. 

mutans, foram positivas para osteopontina, apresentando intensidade de marcação variável. 

Considerando PCR, apenas uma amostra apresentou negatividade para esse anticorpo, e as 

amostras positivas exibiram imunomarcação predominantemente difusa e intensa. Não 

existem estudos correlacionando diretamente a expressão de osteopontina e PCR com S. 

mutans, porém estudo anterior demonstrou que S. mutans pode induzir a formação de 

macrófagos espumosos, e estes, por sua vez, podem secretar osteopontina e PCR [29]. Dessa 

maneira, a presença de S. mutans nas placas ateroscleróticas pode ter contribuído para a 

positividade de ambos os marcadores nas mesmas amostras.  

A PCR foi identificada por meio de imuno-histoquímica também em amostras-

controle de artérias sadias. Diehl e colaboradores [50], em estudo imuno-histoquímico, 

também verificaram a presença de PCR nas paredes de artérias sem doença aterosclerótica, o 

que, segundo os autores, pode ser explicado por um transporte ativo de PCR através do 

endotélio arterial. 

O presente estudo evidencia a expressão de marcadores inflamatórios, trombóticos 

e osteogênicos em amostras de placa aterosclerótica positivas para S. mutans. Acredita-se, 

ainda, que as alterações inflamatórias presentes no tecido possam favorecer a formação de 

biofilme por essa bactéria. 

 

Conclusões 

 

Observou-se, no presente estudo, imunoexpressão positiva de TNF-", IL-1!, 

fibrinogênio, PCR, osteopontina e CD61 em amostras de placa aterosclerótica positivas para 

S. mutans, o que sugere possível relação com a aterosclerose. Porém estudos futuros são 
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necessários para fornecer maiores informações sobre uma possível associação entre grau de 

inflamação das placas ateroscleróticas e colonização por essa bactéria.  
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Tabelas 

 
Tabela 1: Caracterização histológica de placas ateroscleróticas e vasos sadios do presente 
estudo. Fortaleza-CE, Brasil, 2017. 
 

 
Origem da 

amostra 

Formação de 

trombo 

Core 

Lipídico 
Tecido fibroso Calcificação 

Células 

inflamatórias 

Amostra       

1 Carótida + - + + - 

2 Aorta + + + + + 

3 Carótida + + + + - 

4 Carótida + + + + + 

5 Aorta + - + + + 

6 Carótida + + + + - 

7 Aorta + - + - + 

8 Carótida + + + + + 

9 Carótida + + + + + 

10 Aorta - - + + + 

11 Carótida - + + + + 

12 Carótida + - + + + 

13 Aorta + + + + + 

TOTAL  11(84,6%) 8(61,5%) 13(100,0%) 12(92,3%) 10(76,9%) 

Controle       

C1 Aorta - - - - - 

C2 Aorta - - - - - 

C3 Aorta - - - - - 

C4 Aorta - - - - - 

C5 Aorta - - - - - 

C6 Carótida - - - - - 

C7 Carótida - - - - - 

C8 Carótida - - - - - 

C9 Carótida - - - - - 

C10 Carótida - - - - - 

TOTAL  0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 

-, ausente; +, presente!



 
 

65 

Tabela 2. Análise descritiva de imuno-histoquímica em amostras de placas ateroscleróticas e controle (vasos sadios). Fortaleza-CE, Brasil, 2017. 

 S. mutans IL-1! 
Escore(padrão) 

TNF-" 
Escore(padrão) 

CD61 
Escore(padrão) 

PCR 
Escore(padrão) 

OPN 
Escore(padrão) 

FIB 
Escore(padrão) 

 

Amostra         
1 P +++,D A P +++,F +++,F ++,D  
2 P +++,D +++,D P ++,F ++,D +++,D  
3 P +++,D ++,F P +++,D ++,D +++,D  
4 P +++,D +,F P +++,D +,D +,D  
5 P +++,D +++,D P +,D +++,D +++,D  
6 P +++,D +++,D P +++,D +++,D +++,D  
7 P +++,D +++,D P ++,D +,D +++,D  
8 P ++,D ++,D P +++,F +,D +++,D  
9 P +++,D +++,D P +++,D ++,F +++,D  
10 P +++,D ++,F P A +,D +++,D  
11 P +++,D +++,D P +++,D +++,D +++,D  
12 P +++,D +++,D P +++,D ++,F +++,D  
13 P ++,D ++,F P +++,D +++,D +++,D  
Controle         
C1 A A A A +,F A A  
C2 A A A A A A A  
C3 A A A A +++,D A +++,D  
C4 A A A A A A ++,D  
C5 A A A A A A +,F  
C6 A A A A A A +++,D  
C7 A A A A +++,F A ++,F  
C8 A A A A ++,D A +++,F  
C9 A A A A +++,F A A  
C10 A A A A A A A  

+++: imunoexpressão intensa; ++: imunoexpressão moderada; +: imunoexpressão leve; D: extensão de marcação difusa; F: extensão de marcação focal; 
A: ausência de expressão; P: presença de expressão; PCR, Proteína C Reativa; OPN, osteopontina; FIB, fibrinogênio. 
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Figura 1 - Fotomicrografia de placa aterosclerótica exibindo S. mutans (seta) agregados. IHQ, 1000X, óleo de imersão.  
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Figura 2 – Fotomicrografias de placas ateroscleróticas (a, b, c) e vasos sadios (d, e, f) mostrando imunomarcação intensa em diversas áreas 
(fibrose, inflamação e calcificação) e ausência de imunomarcação para Fibrinogênio (a, d), Osteopontina (b,e) e CD61 (c,f) (setas), IHQ, LSAB, 
400X, 200X.  
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Figura 3 – Fotomicrografias de placas ateroscleróticas (a, b) e vasos sadios (c, d) mostrando imunomarcação intensa em áreas de fibrose, fendas 
de cristais de colesterol e calcificação, e ausência de imunomarcação para TNF-! (a, c) e PCR (b,d), IHQ, LSAB, 400X, 200X.  
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Figura 4 – Fotomicrografia de placas aterosclerótica (a) e vaso sadio (b) mostrando imunomarcação intensa tissular (a), e ausência de 
imunomarcação (b) para IL-1!, IHQ, LSAB, 400X, 200X.  
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4 DISCUSSÃO GERAL 

 

A aterosclerose é uma doença multifatorial influenciada por eventos 

inflamatórios. As infecções bacterianas podem estar bastante associadas a esse processo, 

contribuindo com a formação de ateromas por meio de mecanismos diretos e indiretos 

(PUCAR et al., 2007), e o papel de bactérias orais na formação de placas ateroscleróticas, 

incluindo bactérias cariogênicas como S. mutans, tem sido investigado (NAKANO et al., 

2005; ABRANCHES et al., 2009; MATSUMOTO-NAKANO et al., 2009;  NAGATA; DE 

TOLEDO; OHO, 2011; NOMURA et al., 2012). 

A detecção de bactérias orais em placas ateroscleróticas reforça a teoria do 

envolvimento dessas bactérias na patogênese da aterosclerose, e a metodologia utilizada, na 

maioria dos estudos, tem sido a PCR, pela alta sensibilidade da técnica (HARASZTHY et al., 

2000; CAIRO et al., 2004; SANZ et al., 2004; FIEHN et al., 2005; LEHTINIEMI et al., 2005; 

FERNANDES et al., 2014). Porém, alguns autores têm questionado a viabilidade de bactérias 

identificadas através de PCR nessas amostras, já que essa metodologia pode identificar 

fragmentos de bactéria, bactérias mortas que teriam sido aprisionadas em uma placa 

aterosclerótica já existente, ou até mesmo contaminação da amostra (FIEHN et al., 2005).   

Diante do exposto, o presente estudo teve por objetivo avaliar a relação entre a 

presença de Streptococcus mutans e alterações teciduais e inflamatórias em vasos com 

acometimento de aterosclerose. Para tanto, variadas metodologias para identificação de 

bactérias no tecido vascular, com diferentes sensibilidades (PCR, imuno-histoquímica e 

coloração de Giemsa), foram utilizadas, além de amostras de vasos sanguíneos sadios (artérias 

carótida e aorta) para controle.  

Todas as placas ateroscleróticas apresentaram características histopatológicas de 

aterosclerose severa, sendo tecido fibroso (100,0%) e calcificação (92,3%) as características 

mais frequentes, seguidas de formação de trombo (84,6%), presença de células inflamatórias 

mononucleares dispersas (76,9%) e core lipídico (61,5%). Porém, as amostras-controle não 

apresentaram nenhuma dessas características.  

Considerando as amostras-controle, encontrou-se positividade para S. mutans 

(100,0%) apenas através de PCR, evidenciando a diferença de sensibilidade das técnicas. 

Rovery e colaboradores (2005) verificaram que DNA bacteriano pode persistir em tecido 

cardíaco mesmo quando cultura bacteriana é negativa, podendo ser amplificado através de 

PCR por longos períodos após a bactéria tornar-se inviável. Portanto, acredita-se que o DNA 

de S. mutans identificado em amostras de vasos sadios corresponda a fragmentos de bactérias 
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ou pouca quantidade de DNA bacteriano, detectável apenas pela técnica mais sensível, e que 

alcançou essas amostras através de bacteremia prévia. 

Amostras de placa aterosclerótica (100,0%) foram positivas para S. mutans 

através de PCR, imuno-histoquímica (método da estreptavidina-biotina-peroxidase) e 

coloração de Giemsa. Além disso, estudo imuno-histoquímico de marcadores inflamatórios, 

osteopontina e CD61 apresentou imunomarcação positiva para essas amostras. A identificação 

dessa bactéria em placas ateroscleróticas com características histológicas de aterosclerose 

severa sugere que, nessas amostras, as bactérias encontraram ambiente favorável para sua 

proliferação. Acredita-se, ainda, que as alterações inflamatórias presentes no tecido possam 

favorecer a formação de biofilme pelo S. mutans. Porém estudos futuros são necessários para 

fornecer maiores informações sobre a capacidade que essa bactéria possui de induzir resposta 

inflamatória local. 
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5 CONCLUSÃO GERAL 

 

- Estreptococos foram identificados em áreas de fibrose, calcificação, formação de 

trombo, presença de células inflamatórias e core lipídico nas amostras de placa 

aterosclerótica. Streptococcus mutans foram encontrados em placas ateroscleróticas e 

vasos sadios, porém, apenas nas placas ateroscleróticas observou-se imunomarcação 

para essa bactéria, sugerindo que, nessas amostras, havia maior densidade do 

patógenos e ambiente favorável para sua proliferação. 

- Foi observada imunoexpressão positiva de TNF-!, IL-1", PCR, fibrinogênio, CD61 e 

osteopontina nas amostras de placa aterosclerótica, positivas também para S. mutans, 

destacando o papel da inflamação e de biomarcadores trombogênicos e osteogênicos 

na doença. Esse resultado sugere uma possível contribuição das alterações 

inflamatórias para a formação de biofilme por essa bactéria. No entanto, mais estudos 

investigando a capacidade do S. mutans em induzir resposta inflamatória local são 

necessários.  
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ANEXOS 

ANEXO A – SEGUIMENTO DO REGIMENTO INTERNO 
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ANEXO B - PROTOCOLO DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 
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participação de bactérias orais na patogênese das doenças cardiovasculares.

Avaliação dos Riscos e Benefícios:

Será realizado estudo observacional, analítico e transversal. Amostra será constituída de 25 vasos
sanguíneos sadios e 25 válvulas aórticas sem estenose obtidos a partir de procedimento de autópsia na
Perícia Forense do Estado do Ceará (PEFOCE). Como critérios de inclusão, serão considerados indivíduos
com até 25 anos de idade, que morrerem por morte violenta.

Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:

Todos os documentos foram apresentados.
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:

Sem recomendações.
Recomendações:

Não se aplica.
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:

Aprovado
Situação do Parecer:

Não
Necessita Apreciação da CONEP:

Considerações Finais a critério do CEP:

60.430-270

(85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br

Endereço:
Bairro: CEP:

Telefone:

Rua Cel. Nunes de Melo, 1127
Rodolfo Teófilo

UF: Município:CE FORTALEZA
Fax: (85)3223-2903
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ANEXO D - PROTOCOLO DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO
CEARÁ/ PROPESQ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Pesquisador:
Título da Pesquisa:

Instituição Proponente:

Versão:
CAAE:

Estudo Imunohistoquímico de marcadores teciduais em placas ateroscleróticas
Clarissa Pessoa Fernandes

Departamento de Clínica Odontológica

1
45254215.3.0000.5054

Área Temática:

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Número do Parecer:
Data da Relatoria:

1.123.582
18/06/2015

DADOS DO PARECER

Trata-se de um projeto de tese que visa realizar estudo imunohistoquímico de
marcadores inflamatórios, trombóticos e osteogênicos em placas ateroscleróticas
positivas e negativas para bactérias orais, visando contribuir para a reprodução de dados mais consistentes
no que se refere ao possível papel das bactérias orais na patogênese de doenças cardíacas (valvares e
trombóticas), levando em consideração a gravidade dessas doenças e a importância desses achados.

Apresentação do Projeto:

Objetivo Geral: Realizar estudo imunohistoquímico de marcadores inflamatórios, trombóticos e osteogênicos
em placas ateroscleróticas positivas e negativas para bactérias orais.

Objetivos específicos:
• Correlacionar a presença de bactérias cariogênicas (Streptococcus mutans) e periodontopatogênicas
(Aggregatibacteractinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis e Treponema
Denticola)em placa aterosclerótica com a expressão imunohistoquímica de marcadores inflamatórios (IL-10,
Proteína C-reativa, TNF alfa), trombóticos (Fibrinogênio, Trombina, Fator Tecidual) e Osteopontina no
mesmo tecido.
• Realizar uma análise comparativa do estudo molecular e imunohistoquímico entre vasos com

Objetivo da Pesquisa:

Financiamento PróprioPatrocinador Principal:

60.430-275

(85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br

Endereço:
Bairro: CEP:

Telefone:

Rua Cel. Nunes de Melo, 1000
Rodolfo Teófilo

UF: Município:CE FORTALEZA
Fax: (85)3223-2903
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Continuação do Parecer: 1.123.582

placas ateroscleróticas e vasos sadios.

Riscos:trata-se de estudo imunohistoquímico com amostras de placas ateroscleróticas previamente
coletadas, o estudo não trará nenhum risco para nenhum paciente.
Benefícios: contribuirá para obtenção de dados mais consistentes acerca da possível participação de
bactérias orais na patogênese das doenças cardiovasculares.

Avaliação dos Riscos e Benefícios:

Estudo observacional, analítico e transversal, com abordagem quantitativa. Serão incluídos no estudo 17
blocos parafinados de placas ateroscleróticas obtidas a partir de cirurgia de endarterectomia de carótida,
aneurisma de aorta e cirurgia de revascularização, e previamente avaliadas através de PCR em Tempo Real
para bactérias orais(Streptococcus mutans, Aggregatibacteractinomycetemcomitans, Prevotella intermedia,
Porphyromonas gingivalis e Treponema Denticola). Os ensaios imunohistoquímicos serão realizados em
cortes histológicos de 5m de espessura, dispostos em lâminas histológicas silanizadas, seguindo-se a
técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase padrãocom modificação. Os anticorpos primários utilizados e
suas respectivas diluições serão: Anti-IL10 (1:400), Anti-TNF alfa (1:50), Anti-Proteína C-Reativa (1:100),
Anti-Fibrinogênio (1:1600), Anti-trombina (1:50), Anti-Fator Tecidual (1:50) e Anti-Osteopontina (1:100).
Um total de 10 amostras de artérias coronária, carótida e aorta macroscopicamente sadias obtidas durante
procedimento de autópsia na Perícia Forense do Estado do Ceará (PEFOCE) será utilizado como controle
para reações de imunohistoquímica, metodologiapreviamente aprovada pelo CEP sob número CAAE
25663514.4.0000.5054.

Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:

Foram apresentados de forma adequada: folha de rosto, cronograma, orçamento, currículo vitae do
pesquisador, carta de encaminhamento ao CEP, termo de concordância dos pesquisadores, solicitação de
dispensa do TCLE, termo do fiel depositário.

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:

Recomendações:

Sem pendências
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:

Aprovado
Situação do Parecer:

60.430-275

(85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br

Endereço:
Bairro: CEP:

Telefone:

Rua Cel. Nunes de Melo, 1000
Rodolfo Teófilo

UF: Município:CE FORTALEZA
Fax: (85)3223-2903
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Continuação do Parecer: 1.123.582

Não
Necessita Apreciação da CONEP:

Considerações Finais a critério do CEP:

FORTALEZA, 25 de Junho de 2015

FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA
(Coordenador)

Assinado por:

60.430-275

(85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br

Endereço:
Bairro: CEP:

Telefone:

Rua Cel. Nunes de Melo, 1000
Rodolfo Teófilo

UF: Município:CE FORTALEZA
Fax: (85)3223-2903
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ANEXO E – CARIES RESEARCH 
 
 
 

 
 
 
 
Link para intruções aos autores:  
 
www.karger.com/cre_guidelines 
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ANEXO F – INTERNATIONAL JOURNAL OF CARDIOLOGY 
 

 
 

 
Link para instruções aos autores:  

https://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/506041?generatepdf=true 

 


