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RESUMO 
 

 

 

 

                Nos últimos 25 anos, a relação entre a doença periodontal e doenças 
cardíacas tem sido amplamente estudada. Entre as abordagens utilizadas com essa 
finalidade, existe a detecção de periodontopatógenos em ambos, cavidade oral e 
lesões de ateroma. Os objetivos deste estudo foram: 1) determinar a prevalência de 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis no biofilme 
subgengival de pacientes com doenças cardíacas e com diferentes condições 
periodontais; 2) determinar a prevalência de A. actinomycetemcomitans e P. 
gingivalis em biópsias de lesões ateromatosas. Anteriormente à cirurgia cardíaca, os 
pacientes foram submetidos à avaliação clínica oral e foram coletados amostras de 
biofilme subgengival com curetas e suspensas em TE (pH 7,6), as biópsias de 
lesões ateromatosas foram obtidas durante a cirurgia e armazenados em TE (pH 
8,0) à -20°C até o processamento. O DNA de ambas as amostras (biópsias e 
biofilme) foram extraídos e submetidos à reação de cadeia  polimerase com primers 
espécies-específicos 16SrRNA a fim de detectar as espécies acima. Os resultados 
mostraram que, no biofilme oral, A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis foram 
detectado em 3 (14,28%) e 10 (47,62%) dos 21 pacientes, respectivamente. Nas 
lesões ateromatosas, P. gingivalis foi detectado em 5 (23,8%) e A. 
actinomycetemcomitans em 3 (14,28%) de 21 biópsias. Estes dados sugerem que 
apesar das lesões ateromatosas poderem abrigar os periodontopatógenos (A. 
actinomycetemcomitans e P. gingivalis), nem sempre eles são encontrados 
concomitantemente nas lesões ateromatosas e biofilme bucal. 
 
Palavras-chave: Doença periodontal, PCR, Ateroma, P. gingivalis, A. 
actinomycetemcomitans 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

ABSTRACT 
 
 

 
                In last 25 years, the relation between cardiac diseases and periodontal 
disease has been extensively studied. Among the approaches used with this 
purpose, there is the detection of periodontopathogens in both, oral cavity and 
atheroma lesions. The aims of this study were: 1) determine the prevalence of 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans and Porphyromonas gingivalis in the 
subgingival biofilm of patients with cardiac diseases and with different periodontal 
conditions; 2) determine the prevalence the prevalence of A. actinomycetemcomitans 
and P. gingivalis in atheromatous lesions biopsies. Previous to the cardiac surgery, 
patients were submitted to oral clinical evaluation and the subgingival biofilm were 
collected with curettes and suspended in TE (pH 7.6), the biopsies of atheromatous 
lesions were obtained during the surgery and stored in TE (pH 8.0) at -20°C until 
processing. The DNA of both samples (biofilm and biopsies) were extracted and 
submitted to polymerase chain reaction with 16SrRNA species-specific primers in 
order to detect the species above.  The results showed that, in oral biofilm, A. 
actinomycetemcomitans and P. gingivalis were detected in 3 (14,28%) and 10 
(47,62%) out 21 patients respectively.  In atheromatous lesions, P. gingivalis could 
be detected in 5 (23,8%) and A. actinomycetemcomitans in 3 (14,28%) of 21 
biopsies. These data suggest that eventhough the atheromatous lesions can harbor 
the periodontopathogens (A. actinomycetemcomitans and P. gingivalis) they are not 
always found together in atheromatous lesions and oral biofilm. 
 
Key-words: Periodontal disease, PCR, atheroma, P. gingivalis, A. 
actinomycetemcomitans 
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 1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA  

 

1.1 Etiologia da doença periodontal 

 

                   A doença periodontal é uma doença infecciosa que acomete as estruturas 

de proteção e sustentação dos dentes, levando a perda de inserção, reabsorção 

óssea irreversível e eventualmente a perda do elemento dentário (AAP, 1999). A 

principal característica desta doença é ser causada por microrganismos específicos 

que colonizam os tecidos moles e duros da cavidade bucal e formam biofilmes 

(Socransky e Haffajee, 1994; Socransky et al., 1998; Socransky e Haffajee, 2005). 

               Certos microrganismos presentes nos biofilmes bucais têm sido 

relacionados com o início e progressão da periodontite. Porém, a simples presença 

dessas bactérias na cavidade bucal não significa que o indivíduo obrigatoriamente 

desenvolverá a doença. O equilíbrio ecológico entre a microbiota periodontal e o 

hospedeiro na maioria das vezes é benigna e não oferece riscos para as estruturas 

de suporte dos dentes. Ocasionalmente um grupo de bactérias pode proliferar ou 

exibir novas propriedades que levem a destruição do periodonto. Sendo assim, 

pode-se considerar que a doença periodontal se desenvolve a partir de um 

desequilíbrio na interação do hospedeiro e microrganismos patogênicos que 

possuam o potencial de colonizar os biofilmes da cavidade bucal (Socransky e 

Haffajee, 2005). 

               O desenvolvimento, na década de 90, de técnicas imunológicas e de 

biologia molecular para a detecção dos microrganismos que compõe o biofilme bucal 

foi importante para uma descrição mais precisa das espécies bacterianas 

subgengivais relacionadas a diferentes formas de periodontite (Machtei et al., 1999; 

Ávila-Campos et al., 1999; Socransky et al., 1994; Gomes et al., 2006).  

               A grande vantagem dessas técnicas é a possibilidade de detecção de 

microrganismos difíceis de serem cultivados pelos métodos tradicionais, como a 

Tannerella forsythia e as espiroquetas. 

               Sendo a doença periodontal o resultado da interação entre uma infecção 

bacteriana, o sistema imune e resposta inflamatória do hospedeiro, vários estudos 

com diferentes abordagens foram realizados para verificar a correlação entre doença 
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periodontal e lesões ateromatosas. Suspeita-se que os periodontopatógenos 

poderiam alcançar a circulação sangüínea e agir diretamente sobre as placas 

ateromatosas ou poderiam ainda agir à distância aumentando os níveis de 

marcadores da inflamação sistêmica tais como a proteína C-reativa (Demmer e 

Desvarieux, 2006). 

 

 

1.2 Etiologia da doença cardiovascular 

 

 

               Cerca de 16,7 milhões, ou seja, 29,2% do número de mortes no mundo 

tiveram como causa as doenças cardiovasculares nas suas diferentes formas. A 

OMS estima que até o ano de 2010 as doenças cardiovasculares serão a principal 

causa de morte nos países em desenvolvimento (WHO, 2003). Entre as patologias 

do sistema circulatório está a aterosclerose.  

                Em pacientes com doença cardiovascular, há uma lesão endotelial crônica 

e focal, seguida pela formação de um agrupamento de células. Esses lipídeos, 

principalmente, as lipoproteínas de baixa densidade (Low Density Lipoproteins - 

LDL) têm um conteúdo de colesterol alto e se oxidam no ateroma. Ocorre uma 

interação entre as células endoteliais, macrófagos, linfócitos T e células do músculo 

liso, devido à produção de citocinas. As citocinas derivadas do crescimento destas 

placas estimulam a proliferação de células do músculo liso para a parede interna dos 

vasos, produzindo um ateroma fibrogorduroso. O ateroma continua a crescer e pode 

causar oclusão parcial ou total dos vasos. Quando essa cápsula gordurosa se 

rompe, o interior do ateroma fibrogorduroso fica exposto e ocorre a formação de 

trombo, que bloqueia a artéria, levando a um enfarte distal e isquemia do miocárdio 

ou um ataque cardíaco (Joana-Marie et al., 2008).  

                A aterosclerose humana é um processo crônico, progressivo e sistêmico. 

Caracterizado por uma resposta inflamatória e fibroproliferativa da parede arterial, 

em resposta as agressões à superfície. Hipercolesterolemia, hipertensão arterial, 

diabetes, tabagismo, reações imunológicas, inflamatórias e susceptibilidade genética 

individual figuram entre fatores de risco para a lesão arterial. As alterações 

vasculares coronárias presentes na aterosclerose derivam de três componentes 

fundamentais: disfunção endotelial, obstrução da luz do vaso pela placa 



 11  

aterosclerótica e complicação trombótica no local da lesão (Luz et al., 1999). Embora 

Madjid et al. (2007) sugiram que esta inflamação possa ser decorrente de processos 

infecciosos tanto agudos como crônicos, o mecanismo deste processo ainda não 

está totalmente esclarecido. 

               Segundo Sonis et al. (1996), a placa ateromatosa é decorrente do acúmulo 

anormal de lipídeos nas paredes das artérias e são lesões elevadas que podem 

levar a obstrução da luz vascular. As placas estão sujeitas a fibrose, calcificação, 

hemorragia interna e ulceração, funcionando como áreas de formação de trombose 

ou de coágulos sanguíneos no local. 

                Nos estágios avançados de aterosclerose, dois tipos de lesões podem ser 

encontradas: 1) placas fibrosas e estáveis, com uma porção central envolvida por 

uma camada rica em fibras colágenas e sem sinais de inflamação; estas lesões 

geralmente obstruem consideravelmente o vaso e são facilmente vistas por 

arteriografia; e 2) placas vulneráveis de alto risco, instáveis, com um corpo de 

gordura envolvido por uma fina camada de colágeno e com uma grande quantidade 

de macrófagos e linfócitos que levam à uma intensa reação inflamatória. Raramente 

obstruem os vasos e frequentemente não podem ser observados pela radiografia 

(Esper et al., 2006). 

 

 

1.3 Doença periodontal e Doença cardiovascular 

 

                            

               Nos últimos 25 anos, a inter-relação doença periodontal – doenças 

sistêmicas (diabetes, alterações do sistema circulatório, eventos adversos durante a 

gestação e obesidade) vem sendo extensivamente estudada (Willams e 

Offenbacher, 2000; Reddy, 2007). 

               Novos fatores de risco para a aterosclerose, nos últimos 15 anos vêm 

sendo investigados, incluindo a inflamação e algumas infecções. Estudos 

soroepidemiológicos sugerem uma associação entre alguns microrganismos e 

doenças coronarianas. O microrganismo ou parte de seus componentes estruturais 

são encontrados nas placas ateroscleróticas, mas poucos são os organismos 

encontrados viáveis (Leinonen e Pekka, 2002). Chlamydia pneumoniae é a mais 
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relacionada ao processo da aterosclerose (Coutinho et al., 2000; Boman et al., 2002 

Higuchi et al., 2003). 

               O primeiro estudo indicando a associação da doença periodontal com 

doenças sistêmicas foi realizado por Mackenzie e Millard, em 1963. Nesse estudo os 

autores inicialmente procuravam por uma relação entre o diabetes e alterações 

vasculares, perda óssea alveolar e mudanças arteriais. Analisaram 60 indivíduos 

com diabetes, 64 indivíduos com suspeita de diabetes, 54 ateroescleróticos não 

diabéticos e um grupo controle de 74 indivíduos sem nenhuma das condições 

citadas. E foi observado que o grupo ateroesclerótico exibiu 62% mais perda óssea 

que o grupo controle. 

                Em 1968, estudos como o de Summers e Oberman, analisaram a casos 

de doença coronária associado à bronquite, em relação com o edentulismo e outras 

variáveis (fatores de risco para doença coronária), e tiveram como resultado uma 

estreita ligação entre doença coronária e edentulismo. 

                De 1968 até 1989, pequisadores na área da cardiologia levantaram a 

hipótese de que poderia existir relação entre doença cardiovascular e infecção 

(Spodick, 1985; Wenke e Weinhold, 1988). Hipótese esta que levou ao surgimento 

de novos estudos buscando correlacionar a doença periodontal e a cardiovascular. 

Há vários e consagrados fatores de risco para a doença coronariana. 

Porém, apenas na década de 80, surgiram afirmações de ligação entre infecção e 

doença cardíaca coronariana. O primeiro pesquisador a sugerir isso foi Spodik 

(1985), afirmando que certas infecções estão envolvidas na patogênese da doença 

cardíaca coronariana (DCC) e entre elas, as infecções dentárias. 

                Um estudo realizado por Syrjanen et al. (1989) sobre a associação de 

infecções dentárias (avaliada pela presença de cálculo subgengival ou a presença 

de supuração nas bolsas gengivais), ao acidente vascular cerebral em indivíduos 

jovens e de meia-idade mostrou evidências de que a saúde oral poderia predispor 

um paciente à outra desordem tromboembólica, como o infarto cerebral isquêmico. 

Mattila et al., realizaram uma série de estudos, sendo o primeiro deles 

publicado em 1989, o qual avaliou a saúde dental em 100 pacientes com infarto 

agudo do miocárdio recente e em 102 pacientes controles saudáveis, a saúde oral 

foi pior em pacientes com infarto agudo do miocárdio e essa associação 

permaneceu válida mesmo após o ajuste por idade, classe social, fumo, as 

concentrações de lipídeos séricos, bem como a presença de diabetes. Os autores 
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concluíram que seriam necessários mais estudos prospectivos em populações 

diferentes para confirmar a associação e para elucidar a sua natureza.  

                Mattila et al. (1993), mostraram outro estudo sobre a associação entre 

infecções dentárias e a aterosclerose coronariana. Neste estudo, foram avaliados, 

100 indivíduos (88 homens e 12 mulheres) com média de idade de 48 anos (de 28 a 

68 anos).  O exame dental foi realizado analisando o índice dental total. A presença 

de aterosclerose foi detectada pela angiografia coronária. No grupo das mulheres 

não foi encontrada associação entre infecções dentárias e aterosclerose coronária, 

segundo os autores provavelmente pelo pequeno número da amostra. Após análise 

multivariada conduzida nos dados do grupo de indivíduos do sexo masculino, 

associações significantes foram encontradas entre infecções dentárias, idade, 

triglicérides e severos ateromas coronários. 

               Outros pesquisadores como Paunio et al. (1993), investigaram a 

associação entre o número de dentes perdidos e doenças isquêmicas 

diagnosticadas (angina péctoris e prévio infarto do miocárdio). Participaram desse 

estudo 1.384 homens, com idade de 45 a 64 anos, no qual observaram o número 

total de dentes e história de angina ou infarto do miocárdio prévio. Fatores como: 

idade, hipertensão, fumo e níveis séricos de colesterol também foram analisados. 

Quando considerado número de dentes perdidos associado ao hábito de fumar, 

observou-se correlação entre dentes perdidos e a prevalência de doenças cardíacas 

isquêmicas em homens de meia-idade. 

               Beck et al. (1996), foram um dos primeiros pesquisadores a levantarem a 

hipótese de que a associação entre a severidade da doença periodontal e o risco 

para a doença cardiovascular pode ser devida à uma peculiaridade de resposta 

inflamatória, presente em indivíduos com alto risco para desenvolver tanto a doença 

periodontal quanto a cardiovascular. Eles sugeriram que a doença periodontal, uma 

vez estabelecida, proporciona uma carga de endotoxina (lipopolissacarídeo) e 

citocinas inflamatórias (em especial a interleucina-1β, prostaglandina e fator de 

necrose tumoral-α), que servem para iniciar e exacerbar a aterogênese e eventos 

tromboembolíticos. 

               Em 1996, Joshipura et al., investigaram a incidência da doença 

cardiovascular em relação ao número de dentes presentes e a presença da doença 

periodontal. A amostragem do estudo foi de 44.119 profissionais da área da saúde, 

do sexo masculino, sendo 58% deles Cirurgiões-Dentistas, com idade variando de 
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40 à 75 anos. Esses profissionais tiveram acompanhamento por seis anos, 

respondendo a questionários a cada dois anos e puderam concluir que a perda de 

dentes deve estar associada ao aumento do risco à doença cardiovascular, entre os 

indivíduos que possuem história de doença periodontal. 

                Em um estudo de Christen (1998), analisou dados do Estudo de Saúde 

dos Médicos dos Estados Unidos para determinar se a doença periodontal está 

associada ao risco para as doenças cardiovasculares. Esse estudo foi iniciado em 

1982, e incluía 22.071 médicos com idade variando de 40 à 84 anos, dos quais um 

total de 2.563 relatou sua história pessoal da doença periodontal no primeiro exame 

(baseline). Os resultados não mostraram correlação estatisticamente significativa 

entre a doença periodontal e o risco para a doença cardiovascular. 

A doença periodontal vem sendo correlacionada à outras doenças de 

ordem vascular, tais como as doenças periféricas vasculares (Mendez et al., 1998). 

Como a doença cardiovascular e as doenças periféricas vasculares têm 

patofisiologia similar, os autores levantaram a hipótese de que a doença periodontal 

pode ser fator de risco para as doenças periféricas vasculares classificadas em: a) – 

claudicação ou coxeadura intermitente; b) – doença cerebrovascular extracranial; c) 

– aterosclerose aórtica, renal e doenças mesentéricas; d) – embolismo arterial e 

trombose. 

Com o objetivo de estabelecer o papel dos microrganismos presentes na 

doença periodontal na evolução da doença cardiovascular, Dorn et al. (1999), 

demonstraram a capacidade que P. gingivalis e Prevotella intermedia possuem de 

invadir células endoteliais. Esta capacidade poderia constituir uma injúria crônica às 

paredes do vaso sanguíneo.  Isto foi confirmado por Chou et al. (2005) que relatam a 

correlação entre a expressão de genes envolvidos nas respostas inflamatórias e 

aterogênicas induzidas por mecanismos fímbria dependentes de invasão de células 

endoteliais por P. gingivalis. 

Expandindo o leque de correlação da doença periodontal com outras 

doenças de ordem vascular, Wu et al. (2000), avaliaram a associação entre a 

doença periodontal e o risco para doenças cerebrovasculares, utilizando os dados 

do Primeiro Estudo do Exame de Nutrição e Saúde Nacional dos Estados Unidos. 

Foram incluídos nesse estudo 9.962 adultos com idade variando de 25 a 74 anos, e 

concluíram que, pacientes com doença cerebrovasculares têm mais infecções 

dentais severas do que os do grupo controle. 
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Mattila et al. (2000), tiveram como proposta de estudo fornecer uma 

descrição detalhada das patologias dentais encontradas nos pacientes com doenças 

ateroscleróticas coronarianas nas diferentes doenças cardiovasculares, 

comparando-os com os do grupo controle incluindo indivíduos mais velhos. A 

amostra contou com 85 pacientes com diagnóstico de doença cardiovascular com 

média de idade de 56,8 anos e 53 pacientes para o grupo controle com média de 

idade de 56,3 anos. Os autores observaram que os índices dentais foram mais altos 

nos pacientes com doença cardiovascular do que nos do grupo controle, mas a 

diferença não foi estatisticamente significante, levando-os a concluir que o papel das 

infecções dentárias como fator de risco para a doença cardiovascular varia de 

acordo com as características da população estudada.   

Emingil et al. em 2000, investigaram a associação entre as condições 

periodontais e doenças ateroscleróticas coronarianas em pacientes com infarto 

agudo do miocárdio e doenças crônicas do coração, na população da Turquia. 

Fizeram parte da amostragem deste estudo 120 pacientes, 60 com infarto agudo do 

miocárdio e 60 com doenças ateroscleróticas coronarianas crônicas, levaram em 

consideração todos os fatores de risco para doença aterosclerótica. O número de 

dentes perdidos, profundidade de sondagem e sangramento a sondagem também 

serviram de parâmetros e eles puderam chegar à conclusão que houve uma 

correlação estatisticamente significante entre doença periodontal e doença 

cardiovascular. 

Katz et al. (2002), avaliaram a associação da doença periodontal com 

níveis elevados de lipídio no sangue, que é um fator de risco conhecido para a 

doença aterosclerótica. Participaram do estudo 10.590 militares de Israel, 9.421 

homens e 1.169 mulheres, com idade variando de 19 a 61 anos (média 31 anos), 

como resultado, observaram que a presença de bolsa periodontal teve associação 

positiva com altos níveis de colesterol e níveis de lipoproteínas de baixa densidade 

nos homens. Nas mulheres não foi encontrada associação significativa.  

Experimentos em animais mostram que a periodontite pode contribuir 

para a patogênese da aterosclerose favorecendo o depósito de lipídeos na aorta 

quando comparados aos animais controle (sem doença periodontal induzida). 

Entretanto neste mesmo estudo não foi possível detectar os periodontopatógenos 

nas amostras de tecido arterial fixado em formalina (Jain et al., 2003).  
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A partir do ano de 2000, começaram a aparecer alguns estudos levando 

em consideração a proteína C-reativa como um forte marcador dessa correlação. 

D`Aiuto et al. (2004), realizou um estudo associando doença periodontal e proteína 

C-reativa com risco cardiovascular. A amostra contou com 94 pacientes 

sistemicamente saudáveis com periodontite severa generalizada. Os pacientes 

foram submetidos à terapia periodontal não-cirúrgica. Parâmetros periodontais e 

mediadores inflamatórios (Interleucina - 6 e Proteína C Reativa) foram monitorados 

aos 2 e aos 6 meses após a terapia. Foi observado que os indivíduos com melhor 

resposta oral após a terapia periodontal foram os mesmos que diminuíram de 

categoria de risco inflamatórios. 

Cueto et al. (2005), fizeram um estudo associando a periodontite como 

fator de risco para infarto agudo do miocárdio. Um estudo de caso-controle que foi 

conduzido com 149 pacientes espanhóis idosos com idade entre 40 e 75 anos. 

Destes, 72 casos possuíam o quadro de infarto agudo do miocárdio incluindo: 

(fumantes, hipertensos, diabéticos e com hipercolesterolemia), e 77 controles. A 

periodontite foi medida com a porcentagem dos locais com perda clínica de inserção 

maior que 3 mm. Um modelo de regressão logística foi criado para estimar o “efeito“ 

da periodontite no infarto agudo do miocárdio. Como resultado o grupo com infarto 

agudo do miocárdio (n=72) quando comparados ao grupo controle (n=77) tiveram 

sempre resultados piores para todas as variáveis periodontais estudadas: retração 

gengival, profundidade de bolsa e periodontite. Os autores concluíram que, quando 

foi feito os ajustes levando-se em consideração os fatores de risco conhecidos para 

o infarto agudo do miocárdio, a periodontite teve uma associação importante.  

Utilizando a técnica da Reação da Polimerase em Cadeia (PCR), o DNA 

das espécies bacterianas do complexo vermelho (P. gingivalis, Treponema denticola 

e T. forsythia), descritas por Socransky et. al. (1998), vem sendo detectado em 

lesões ateromatosas (Okuda et al., 2001; Stelzel et al., 2002; Ishihara et al., 2004; 

Fiehn et al., 2005; Tarquini et al., 2007). Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

outra espécie relacionada à doença periodontal, também vem sendo detectada 

nestes tipos de lesão (Pucar et al., 2007).   

Com o intuito de confirmar a hipótese de que periodontopatógenos podem 

ter algum tipo de influência sobre a doença cardiovascular aterosclerótica, Padilla et 

al. (2006), realizaram um estudo sobre patógenos periodontais isolados de placas de 

ateromas isoladas de pacientes com periodontite crônica. Foram obtidos dados 
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clínicos de 12 pacientes com doença periodontal e placas de ateroma. Estas 

amostras foram cultivadas em meios de cultura apropriadas e incubadas em 

condições de anaerobiose. As bactérias periodontais foram identificadas usando o 

PCR e como resultado obtiveram que nove dos pacientes apresentaram diferentes 

espécies bacterianas de periodontopatógenos e em dois o A. 

actinomycetemcomitans esteve presente nas bolsas periodontais e nas placas 

ateromatosas. 

Outros microrganismos que também já foram detectados em lesões 

vasculares são: T. forsythia (Tarquini et al., 2007), Eikenella corrodens, P. gingivalis 

e P. intermedia (Dorn et al., 1999), T. denticola (Okuda et al., 2001), C. pneumoniae, 

(Boman et al., 2002; Cochrame et al., 2003), tornando evidente a grande diversidade 

de microrganismos já encontrados. 

D`Aiuto et al. (2007), fizeram um estudo sobre os efeitos agudos da 

terapia periodontal em bio-marcadores da saúde vascular. Com uma amostra de 55 

pacientes e idade variando entre 30 e 64 anos. Os pacientes com periodontite 

severa receberam uma sessão intensiva de terapia periodontal com anestesia local. 

Foi quantificada a concentração de marcadores inflamatórios, de solubilidade 

hemostática, endotelial do plasma e antígeno do fator de von Willebrand, tendo 

como resultados uma significativa mudança após a terapia periodontal que suscitou 

em uma importante ativação do sistema hemostático (p < 0,001) juntamente com 

uma disfunção endotelial moderada (p < 0,05) e no fator de Von Willebrand (p < 

0,01). 

Segundo Gotsman et al. (2007), o grau de destruição periodontal está 

relacionado com o quadro de doenças da artéria coronária enquanto que a 

qualidade do biofilme dental subgengival está relacionada às Síndromes 

Coronarianas Agudas. Estes autores observaram que pacientes com a Síndrome 

Coronariana Aguda apresentavam um índice de placa e o nível de P. gingivalis 

maiores que os pacientes que apresentavam um quadro estável. 

A aterosclerose parece estar relacionada às infecções por 

periodontopatógenos, uma vez que a presença destes é detectada numa 

porcentagem alta (46,67%) em lesões ateromatosas, enquanto que em vasos como 

a artéria mamária interna, raramente afetada por alterações ateromatosas, estes 

patógenos não foram detectados (Pucar et al., 2007). 
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É de grande divergência a porcentagem encontrada de 

periodontopatógenos em lesões ateromatosas, em decorrência das inúmeras 

variáveis contidas em cada pesquisa. Essas variáveis são decorrentes, desde a 

ausência de dentes na cavidade bucal, passando por uma coleta de biofilme em 

dentes mais anteriores, meios diagnósticos (sondas de DNA, cultura e PCR) até 

coletas em pacientes que se enquadram apenas no grupo com doença periodontal 

crônica avançada. 

               Ainda são poucos os estudos que tratam da correlação da doença 

periodontal com a doença cardiovascular através da detecção de 

periodontopatógenos em lesões ateromatosas, em sua maioria, as pesquisas se 

utilizam apenas de fatores de riscos clássicos para doença cardiovascular 

juntamente com parâmetros clínicos periodontais. Até mesmo por essa baixa 

quantidade de estudos detectando periodontopatógenos em lesões vasculares, a 

cada estudo feito surgem novos víeis, tornando essa correlação cada vez mais 

complexa, e necessitando de mais estudos. 
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2 PROPOSIÇÕES 

 

 

     Baseado no exposto, este estudo se propõe: 

 

              1- Determinar a ocorrência de periodontopatógenos (P. gingivalis e A. 

actinomycetemcomitans) em amostras de biofilme subgengival e por meio de 

Reação de Polimerase em Cadeia (PCR) em pacientes com o diagnóstico clínico de 

aterosclerose com indicação para cirurgia cardíaca de Revascularização do 

Miocárdio. 

              2- Determinar a ocorrência de periodontopatógenos (P. gingivalis e A. 

actinomycetemcomitans) em lesões vasculares por meio de Reação de Polimerase 

em Cadeia (PCR) em pacientes com o diagnóstico clínico de aterosclerose com 

indicação para cirurgia cardíaca de Revascularização do Miocárdio.  

              3-  Fazer a comparação da detecção nas amostras de biofilme subgengival 

e nas amostras de lesões vasculares. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Seleção da amostra  

 

Foram selecionados n=21 pacientes, com o diagnóstico de Doença 

Coronariana Aterosclerótica para a remoção cirúrgica das lesões ateromatosas do 

setor de Cirurgia Cardiovascular (Equipe Prof. Dr. Noedir Groppo Stolf; Equipe 

Prof. Dr. Kenji Nakiri; Equipe Dr. Gil Vicente Lico Cividanes; Equipe Prof. Dr. 

Bonno Van Bellen e Equipe Prof. Dr. Amarildo) da Real Benemérita Associação 

Portuguesa de Beneficência / Hospital São Joaquim foram selecionados para 

participar deste estudo. O projeto foi submetido à apreciação pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa da Real Benemérita Associação Portuguesa de Beneficência / Hospital 

São Joaquim e aprovado. (Anexo 1)  

Todos os participantes foram informados dos objetivos do estudo, de seus 

riscos e benefícios. Os que concordaram em participar do estudo assinaram um 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 2), todos os pacientes 

também assinaram um termo de doação de material biológico (Anexo 3) e 

responderam a um questionário de saúde/anamnese (Anexo 4), estando de acordo 

com as diretrizes e normas do Conselho Nacional de Saúde (Resolução n° 196/96). 

Todas as informações e explicações sobre o estudo foram contempladas no TCLE e 

transmitidas aos participantes. Três alunos de pós-graduação, regularmente 

matriculados no curso de pós-graduação em Odontologia – área de concentração 

em Periodontia da Universidade Guarulhos foram responsáveis pela coleta do 

material. Os alunos foram selecionados e apresentados à equipe médica 

previamente ao início das coletas e orientados quanto aos procedimentos a serem 

realizados.  

 

     

3.2 Critérios de inclusão e exclusão  

          

Os critérios de inclusão foram: todos os pacientes com indicação cirúrgica 

de Revascularização do Miocárdio da Real Benemérita Associação Portuguesa de 
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Beneficência / Hospital São Joaquim. 

Os critérios de exclusão foram os seguintes: grávidas ou lactantes; 

história de tratamento periodontal ou antibioticoterapia nos últimos seis meses; 

doença sistêmica que comprometa a resposta do hospedeiro (exceto diabetes) ou 

exija medicação profilática ao tratamento.  

 

3.3 Avaliação do status periodontal do paciente 

 

3.3.1 Calibração dos examinadores 

 

                A metodologia empregada para a calibração foi preconizada por Araújo et 

al. (2003) no qual se avaliou o erro padrão da medida (e.p.m) e o erro médio 

percentual (e.m.p) para os parâmetros clínicos contínuos (profunidade de sondagem 

e nível clínico de inserção). O (e.p.m.) e o (e.m.p.) inter-examinador foram 

respectivamente de 0,55mm e 15,32% para a profundidade de sondagem, 0,42mm e 

9,35% para nível clínico de inserção e o (e.p.m.) e o (e.m.p.) intra-examinador (1) 

foram respectivamente de 0,35mm e 10,77% para profundidade de sondagem, 

0,49mm e 12,09% para nível clínico de inserção e o intra-examinador (2) foram 

respectivamente 0,12mm e 3,21% para profundidade de sondagem, 0,35mm e 

7,50% para nível clínico de inserção. 

 

3.3.2 Exame clínico 

 

As mensurações clínicas foram realizadas em seis sítios por dente 

(mesiovestibular, vestibular, distovestibular, mesiolingual, lingual, distolingual), em 

todos os dentes (exceto terceiros molares) e os dados registrados na ficha de exame 

periodontal. Para realização do exame clínico periodontal foi utilizada sonda 

periodontal milimetrada Carolina do Norte (Hu-Friedy, Chicago). Os parâmetros 

clínicos avaliados foram:  

 

•Índice de Placa Visível – IPV: Observa-se a presença ou ausência de 

placa dentária supragengival visível, após lavagem e secagem dos dentes. A 



 22  

ausência de placa recebe o escore 0 (não-visível) e na placa recebe o escore 1 

(visível). 

•Sangramento Gengival – ISG: Observa-se a presença ou ausência de 

sangramento na gengiva marginal após percorrer levemente com a sonda 

periodontal ao longo do sulco gengival. A ausência de sangramento recebe o 

(escore 0) e a presença de sangramento recebe o (escore 1). 

•Sangramento à Sondagem – SS: Presença (escore 1) ou ausência 

(escore 0) de sangramento até 20 segundos após a sondagem com sonda 

periodontal milimetrada. 

•Supuração – SUP: Presença (escore 1) ou ausência (escore 0) de 

supuração até 20 segundos após a sondagem com sonda periodontal milimetrada. 

•Profundidade de Sondagem – PS: Distância, em milímetros, entre a 

margem gengival livre e a porção mais apical sondável do sulco/bolsa periodontal. 

Nível Clínico de Inserção – NCI: Distância, em milímetros, entre a junção 

esmalte-cemento e a porção mais apical sondável do sulco/bolsa periodontal. 

 

3.4 Seleção dos sítios avaliados 

 

                Foram selecionados os 6 sítios não-contíguos de cada voluntário, sendo 2 

sítios de cada categoria de profundidade de sondagem (PS), ou seja, PS < 3mm 

(rasos), PS entre 4-6mm (moderados) e PS > 7mm (profundos). Na ausência de 

alguma das categorias, foram selecionados os sítios mais profundos e mais distais. 

Dentes com próteses mal-adaptadas e lesão de cárie extensa não foram 

selecionados. 

 

3.5 Coleta das amostras de biofilme oral 

 

3.5.1 Coleta das amostras de biofilme subgengival 

 

                Após a remoção do biofilme supragengival com gaze estéril, as amostras 

de biofilme subgengival foram coletadas dos 6 sítios previamente selecionados por 

meio de curetas Gracey estéreis, e colocadas separadamente em tubos de 

Eppendorf contendo 120 µl de solução tampão TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, 

pH 7,6), que foram armazanados a -20°C até serem processados. 
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3.5.2 Coleta do biofilme do dorso lingual 

 

               Nos casos dos pacientes edêntulos foi coletada amostra da região 

posterior da língua por meio de curetas Gracey estéreis, e colocadas 

separadamente em tubos de Eppendorf contendo 120 µl de solução tampão TE (10 

mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 7,6), que foram armazanados a -20°C até serem 

processados. 

 

3.6 Obtenção do DNA das amostras de biofilme oral 

 

Para a realização da detecção dos periodontopatógenos (P. gingivalis e 

A. actinomyctemcomitans) foi preparado um ”pool” das amostras subgengivais, onde 

10 µl de cada amostra obtida foram aliquotados e transferidos para um micro tubo 

limpo, resultando em amostra de 60 µl por paciente. Dos pacientes edêntulos foram 

utilizados 60 µl da amostra proveniente da saburra do paciente. Aos 60 µl do pool 

das amostras de biofilme subgengival ou da suspensão de saburra dos pacientes 

foram acrescidos 1,36µl de proteinase K (110mg/ml) (cód. P 6556, Sigma Aldrich) e 

Tween 20 (5%) (cód. 1280, Vetec Química Fina LTDA), os quais foram submetidos 

ao aquecimento à 55oC por 2 horas, seguindo-se uma incubação à 94oC por 10 

minutos para a inativação das enzimas. (Paster et al., 2001). 

A quantificação do DNA presente nas amostras foi realizada em 

espectrofotômetro (Nanodrop - Thermo scientific-USA) e somente as amostras que 

atingiram a concentração de aproximadamente 50ng/µl foram utilizadas. 

 

3.7 Coleta das lesões de ateroma 

 

As lesões de ateroma foram obtidas de pacientes com indicação cirúrgica 

para remoção da placa ateromatosa. Durante o procedimento cirúrgico, o médico 

cirurgião cardíaco removeu as placas de ateroma e colocou separadamente em 

microtubos contendo 120 µl de solução tampão TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, 

pH 8,0). 
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3.8 Obtenção do DNA das lesões de ateroma  

 

Os fragmentos de biópsia foram cortados em fragmentos menores com o 

auxílio de lâminas de bisturi esterilizadas e sobre a superfície de placas de petri 

descartáveis, esterilizadas e macerados com pistilos para microtubos. 

A extração foi realizada conforme o fabricante utilizando o kit 

(MasterPure™ DNAPurification Epicentre). 

 

3.9 Avaliação da qualidade do DNA obtido 

 

Amostras subgengivais e lesões ateromatosas 

                Após a extração de DNA, conforme o descrito no item 3.6, as amostras 

foram submetidas às reações de polimerase em cadeia utilizando os primers 

Universais para procariotos. (Paster et al., 2001): 

 Universal F: 5' GAG AGT TTG ATY MTG GCT CAG 3' 

 Universal R: 5' GAA GGA GGT GWT CCA RCC GCA 3’ 

                Para cada reação foram adicionados 10mM de Tris-HCl; 50mM KCl; 

1,5mM MgCl2; 25pMoles do primer F; 25pMoles do primer R; e 1,0U de Taq 

polymerase Platinum (Invitrogen). 

                Parâmetros utilizados para a amplificação: Desnaturação inicial de: 

94oC/4minutos seguidos de 35 ciclos de 94oC/45 segundos; 60oC/45 segundos; 

72oC/90 segundos e uma extensão final a 72oC por 15 minutos. As reações foram 

mantidas a 4oC (Gen Amp PCR System 2400, Applied Biosystems, Califórnia, EUA). 

As reações foram submetidas à corrida eletroforética em gel de agarose 

(Invitrogen) a 1,0%, em tampão Tris Acetato EDTA (TAE) (Tris acetato 40mM, pH 

8,5; EDTA 2mM), e corados com “Blue Green”( LGC-Biotecnologia). Os amplicons 

foram visualizados sob luz ultravioleta (L-Genious; Syngene) e documentados 

utilizando o software GeneSnap (Syngene). 

Amplicons de ~1500 pares de base indicaram positividade para presença 

de bactérias. 
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3.10 Detecção por PCR dos periodontopatógenos 

 

        A. actinomycetemcomitans  

                A detecção de A. actinomycetemcomitans na amostra de biofilme 

subgengival e nas lesões vasculares foi realizada pela técnica PCR utilizando 

primers 16SrRNA espécie-específico para A. actinomycetemcomitans (Tran & 

Rudney, 1996).  

Primers utilizados: 

AaF: 5’ATTGGGGTTTAGCCCTGGTG3’ 

C11R: 5’ACGTCATCCCCACCTTCCTC3’ 

               Para cada reação foram adicionados 10mM de Tris-HCl; 50mM KCl; 2,5mM 

MgCl2; 0,25µM do primer AaF; 0,5µM do primer C11R e 3,5U de Taq polymerase 

(Invitrogen). 

                Parâmetros utilizados para a amplificação: 35 ciclos de 95oC/1minuto; 

60,7oC/1minuto; 72oC/1minuto e uma extensão final a 72oC por 10 minutos. As 

reações foram mantidas a 4oC (Gen Amp PCR System 2400, Applied Biosystems, 

Califórnia, EUA). 

As reações foram submetidas à corrida eletroforética em gel de agarose 

(Invitrogen) a 1,5%, em tampão Tris Acetato EDTA (TAE) (Tris acetato 40mM, pH 

8,5; EDTA 2mM), e corados com “Blue Green”( LGC-Biotecnologia). Os amplicons 

foram visualizados sob luz ultravioleta (L-Genious; Syngene) e documentados 

utilizando o software GeneSnap (Syngene).  

                Amplicons de 360 pares de base indicaram positividade para A. 

actinomycetemcomitans  

             P. gingivalis  

                A detecção de P. gingivalis na amostra de biofilme subgengival e nas 

lesões vasculares foi realizada pela técnica de PCR utilizando primers 16SrRNA 

espécie-específico (TRAN & RUDNEY, 1996).  

                 Primers utilizados: 

                 PgF: 5’TGTAGATGACTGATGGTGAAAACC3’ 

                 C11R: 5’ACGTCATCCCCACCTTCCTC3’ 

                Para cada reação foram adicionados 10mM de Tris-HCl; 50mM KCl; 

2,5mM MgCl2; 0,80µM do primer PgF; 0,5µM do primer C11R e 3,5U de Taq 

polymerase (Invitrogen). 
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Parâmetros utilizados para a amplificação: 35 ciclos de 95oC/1minuto; 

60,7oC/1minuto; 72oC/1minuto e uma extensão final a 72oC por 10 minutos. As 

reações foram mantidas a 4oC (Gen Amp PCR System 2400, Applied Biosystems, 

Califórnia, EUA). 

As reações foram submetidas à corrida eletroforética em gel de agarose 

(Invitrogen) a 1,5%, em tampão Tris Acetato EDTA (TAE) (Tris acetato 40mM, pH 

8,5; EDTA 2mM), e corados com “Blue Green”(Cód. 13-15009.0 LGC-Biotecnologia). 

Os amplicons foram visualizados sob luz ultravioleta (L-Genious; Syngene) e 

documentados utilizando o software GeneSnap (Syngene).  

Amplicons de 197 pares de base indicaram positividade para P. gingivalis. 

 

3.11 Análise estatística  

 

            Os dados foram avaliados por meio de análise descritiva. 
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4 Resultados 

 

 

               Para este estudo foram submetidos ao exame clínico oral, 118 pacientes 

que foram internados no Real e Benemérita Associação Portuguesa de Beneficência 

Portuguesa - Hospital São Joaquim no período de maio de 2008 à agosto de 2008. 

Destes, foram coletadas biópsias de lesões ateromatosas de 21 pacientes a partir 

dos quais foram obtidos os resultados deste trabalho. 

                Dos 21 pacientes 11 eram do sexo masculino e 10 eram do sexo feminino. 

A Tabela 1 apresenta a distribuição dos pacientes segundo a condição periodontal e 

o registro do número de pacientes usuários de prótese total. 

 

    Tabela 1: Distribuição dos pacientes segundo sua condição periodontal (AAP, 1999) e pacientes           
ususuários de prótese total. 

Condição periodontal do  

paciente: 
Número de pacientes 

Periodontite (9)  

Gengivite (3)  

Saúde (5)  

Usuário de prótese total (4) 

Total (21) 

        Parâmetros clínicos: Saúde (PS<3mm, SS<10%) Periodontite (PS e NCI>3,0mm) Gengivite   
(PS> PS>3mm). 
 
 
                As características de profundidade de sondagem, nível clínico de inserção, 

sangramento a sondagem, índice de sangramento gengival, índice de placa visível, 

supuração, idade, hábito de fumar e utilização de prótese total deste grupo de 

pacientes, estão descritos na Tabela 2. 
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            Tabela 2: Media dos parâmetros clínicos, hábito de fumar, uso de prótese total e idade dos                            
pacientidades dos pacientes. 

Características Pacientes (n=17) 

                             PS                    3,50 

NCI                    4,40 

SS 31,36% 

ISG 3,70% 

IPV 73,50% 

SUP 0,17% 

Fumantes 8 

Idade 61,85 

Utilização de prótese total 4 
     PS: Profundidade de sondagem; NCI: Nível clínico de inserção;  
     SS: Sangramento a sondagem; ISG: Índice de sangramento gengival;  
     IPV: Índice de placa visível; SUP: Supuração. 
 
 

A tabela 3, representa os grupos de pacientes com profundidade de 
sondagem maior que 3mm, distribuídos por grupos de dentes ausentes ou edêntulos 
totais. 

 
 

Tabela 3: Grupo de pacientes com média de profundidade de sondagem maior que 3mm 
classificados por número de dentes ausentes ou edêntulos totais. 

  Número de dentes  
  0-11 dentes 

ausentes 
12-27 dentes 
ausentes 

Edêntulos 

    
 Número de  
PPacienteserção 

            8  
p.1, p.2, p.8, p.10, 
p.15, p.16, p.18, p.20 

             9  
p.3, p.5, p.6, p.7, p.11, 
p.12, p.13, p.17, p.21   

           4 
p.4, p.9, p.14, p.19 

    
Número de 
pacientes com 
PS>3mm 
 

       
      3 (14,28%) 
        p.1, p.2, p.10 
 
 
 

          
     6 (28,57%) 
p.5, p.6, p.7, p.12, p.13, 
p.21 
 
 
 

            
       - 
 
 
 

                            
PS: Profundidade de sondagem; P: Número dos pacientes. 
 

               A partir das amostras subgengivais (“pool” de 6 sítios coletados) e das 

biópsias de lesões ateromatosas foram realizadas extrações de DNA. Das amostras 

subgengivais, somente as que apresentaram uma concentração média de DNA de 

50ng/µl. Para confirmar a integridade do DNA para os experimentos, foram 
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realizadas reações de polimerase em cadeia utilizando primers universais 16SrRNA 

(Figura 1 e Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

                Figura 1: Imagem negativa da fotografia de gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde 

produtos de PCR utilizando os primers universais e “pool” das amostras de biofilme subgengival. Os 

números indicam a codificação dos pacientes (1-18) neste estudo; PM indica marcador de peso 

molecular (1 KB “plus ladder-Invitrogen”). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    Figura 2: Imagem negativa da fotografia de gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde 

produtos de PCR utilizando os primers universais e “pool” das amostras de biofilme subgengival. Os 

números indicam a codificação dos pacientes (19-21) neste estudo; PM indica marcador de peso 

molecular (1 KB “plus ladder-Invitrogen”); C(-): controle positivo; C(+): controle positivo (dna de p.g. 

pronto). 

 

               As mesmas amostras foram submetidas a reações de polimerase em 

cadeia utilizando-se primers 16SrRNA espécies específicos para P. gingivalis 

(Figuras 3 e 4) e A. actinomycetemcomitans (Figuras 5 e 6).  
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                    Figura 3: Imagem negativa da fotografia de gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde 

produtos de PCR utilizando os primers 16SrRNA espécie específicos para P. gingivalis e DNA do 

“pool” das amostras de biofilme subgengival. Os números indicam a codificação dos pacientes (1-18) 

neste estudo; PM indica marcador de peso molecular (1 KB “plus ladder-Invitrogen”). 

             (   ): indicam resultado positivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                Figura 4: Imagem negativa da fotografia de gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde 

produtos de PCR utilizando os primers 16SrRNA espécie específicos para P. gingivalis e DNA do 

“pool” das amostras de biofilme subgengival. Os números indicam a codificação dos pacientes (19-

21) neste estudo; PM indica marcador de peso molecular (1 KB “plus ladder-Invitrogen”); C(-): 

controle positivo; C(+): controle positivo. 

        (   ): indicam resultado positivo 

 

               A partir dos resultados obtidos, podemos observar que neste grupo de 

pacientes 10 (47,62%) albergavam P. gingivalis no biofilme subgengival ou saburra. 
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                Figura 5: Imagem negativa da fotografia de gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde 

produtos de PCR utilizando os primers 16SrRNA espécie específicos para A. actinomycetemcomitans 

e DNA do “pool” das amostras de biofilme subgengival. Os números indicam a codificação dos 

pacientes (1-18) neste estudo; PM indica marcador de peso molecular (1 KB “plus ladder-Invitrogen”). 

       (   ): indicam resultado positivo. 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

                    Figura 6: Imagem negativa da fotografia de gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde 

produtos de PCR utilizando os primers 16SrRNA espécie específicos para A. actinomycetemcomitans 

e DNA do “pool” das amostras de biofilme subgengival. Os números indicam a codificação dos 

pacientes (19-21) neste estudo; PM indica marcador de peso molecular (1 KB “plus ladder-

Invitrogen”); C(-): controle positivo; C(+): controle positivo. 

        (   ): indicam resultado positivo 

 

               Das 21 amostras analisadas, 3 (14,28%) apresentavam produto de PCR 

com bandas de peso compatível com A. actinomycetemcomitans. 
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              Com o objetivo de facilitar a visualização dos resultados, foi elaborada a 

tabela 4. 

 

Tabela 4: Perfil dos pacientes com amostras de biofilme subgengival. 

  Biofilme Oral  
            16S              Aa             Pg 
Sem perda de 
inserção 

             8 
p.3, p.11, p.15, p.16, 
p.17, p.18, p.20, p.21 

              2 
        p.11, p.20 

             4 
p.3, p.11, p.20, p.21 

    
PS>3mm              9 

p.1, p.2, p.5, p.6, p.7, 
p.8, p.10,  p.12, p.13 

              1 
                p.8 

             6 
p.1, p.2, p.5, p.7, 
p.10,p.13 

    
Edêntulo              4 

p.4, p.9, p.14, p.19 
                
              0 
 

 
              0 

    
Total              21       3    

(14,28%) 
            10  
        (47,62%) 

PS: Profundidade de sondagem; P: Número do paciente; 16S: 16SrRNA; Aa: Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans; Pg: Porphyromonas gingivalis. 
 
 

                As biópsias de lesões ateromatosas foram submetidas à extração de DNA 

conforme o fabricante utilizando o kit (MasterPure™ DNAPurification Epicentre), a 

concentração de DNA e a sua pureza foi avaliada em espectrofotômetro (Nanodrop) 

e  estas concentrações variaram de 50ng/µl até 850ng/µl. 

               A partir do DNA eluído, foram preparadas diluições para a obtenção de 

suspensões com aproximadamente 50ng/µl de DNA. Para verificarmos a presença 

de DNA procarioto nas amostras de tecido, foram realizadas reações de polimerase 

em cadeia utilizando primers universais 16SrRNA (Figuras 7 e 8). 
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                Figura 7: Imagem negativa da fotografia de gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde 

produtos de PCR utilizando primers universais e DNA das biópsias de lesões ateromatosas. Os 

números indicam a codificação dos pacientes (1-18) neste estudo; PM indica marcador de peso 

molecular (1 KB “plus ladder-Invitrogen”). 

       (   ): indicam resultado positivo. 

 

 

 

 

 

 

 

                    

 

                    Figura 8: Imagem negativa da fotografia de gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde 

produtos de PCR utilizando primers universais e DNA das biópsias de lesões ateromatosas. Os 

números indicam a codificação dos pacientes (19-21) neste estudo; PM indica marcador de peso 

molecular (1 KB “plus ladder-Invitrogen”); C(-): controle positivo; C(+): controle positivo. 

                 (   ): indicam resultado positivo. 

                 

               As reações de PCRs utilizadas neste estudo para a análise das biópsias 

resultaram em múltiplas bandas, sem exceções. Assim foram consideradas como 

reações positivas as que apresentavam bandas com peso molecular esperado: 

~1500pb para os primers Universais; 196pb para P. gingivalis e 360pb para A. 

actinomycetemcomitans. 

               A partir de tais resultados verificamos que 11 (52,38%) das 21 biópsias 

analisadas continham DNA procarioto.  

 

              Seguiu-se a análise das biópsias para detecção de P. gingivalis (Fig. 9, 10). 
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                    Figura 9: Imagem negativa da fotografia de gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde 

produtos de PCR utilizando os primers 16SrRNA espécie específicos para P. gingivalis e DNA das 

biópsias de lesões ateromatosas. Os números indicam a codificação dos pacientes (1-16) neste 

estudo; PM indica marcador de peso molecular (1 KB “plus ladder-Invitrogen”). 

        (   ): indicam resultado positivo. 

 

 

 

 

 

 

    

         10(a)               10(b) 

                                      

                   

                    Figura 10: Imagem negativa da fotografia de gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde 

produtos de PCR utilizando os primers 16SrRNA espécie específicos para P. gingivalis e DNA das 

biópsias de lesões ateromatosas. Os números indicam a codificação dos pacientes neste estudo 

[10(a): 17-18 e 10(b): 19-21], C(-): controle negativo, C(+): controle positivo e PM indicam marcador 

de peso molecular (1 KB “plus ladder-Invitrogen”). 

             (   ): indicam resultado positivo. 

 

               Das 21 biópsias analisadas, apenas 5 (23,8%) apresentaram produto de 

PCR com tamanho compatível com P. gingivalis. 

               Seguiu-se a análise das biopsias para a detecção de A. 

actiomycetemcomitans. Tais resultados podem ser observados nas figuras 11 e 12. 
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                    Figura 11: Imagem negativa da fotografia de gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde 

produtos de PCR utilizando os primers 16SrRNA espécie específicos para A. actimycetemcomitans e 

DNA das biópsias de lesões ateromatosas. Os números indicam a codificação dos pacientes (1-16) 

neste estudo; PM indica marcador de peso molecular (1 KB “plus ladder-Invitrogen”). 

        (   ): indicam resultado positivo. 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                                 

12(a)                                                               12(b) 

   

                     

                    Figura 12: Imagem negativa da fotografia de gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde 

produtos de PCR utilizando os primers 16SrRNA espécie específicos para A. actinomycetemcomitans 

e DNA das biópsias de lesões ateromatosas. Os números indicam a codificação dos pacientes neste 

estudo [12(a): 17-18 e 12(b): 19-21], C(-): controle negativo, C(+): controle positivo e PM indica 

marcador de peso molecular (1 KB “plus ladder-Invitrogen”). 

        (   ): indicam resultado positivo 

         

               Das 21 amostras analisadas 3 (14,28%) apresentaram produto de PCR 

com peso compatível com A. actinomycetemcomitans. 

               A tabela 5 visa um entendimento mais facilitado dos perfis dos pacientes 

com achados microbiológicos nas lesões ateromatosas, comparados a perda de 

inserção, profundidade de sondagem >3mm e edêntulismo. 
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Tabela 5: Perfil dos pacientes com lesões ateromatosas. 

  Ateroma  
             16S            Aa           Pg 
Sem perda de 
inserção 

              2 
 
        p.15, p.20 

            2 
 
        p.20, p.21 

            4 
 
  p.17, p.18, p.20,      

p.21 
    
PS>3mm                6 

 
   p.1, p.6, p.8,  
p.10, p.12, p.13 

              
             0 

 
            0 

    
Edêntulos                3 

 
      p.9, p.14, p.19 

             1 
 
               p.4 

            1 
 
          p.19 

    
Total               11               3 

        (14,28%) 
             5 
        (23,80%) 

PS: Profundidade de sondagem; P: Número do paciente; 16S: 16SrRNA; Aa: Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans; Pg: Porphyromonas gingivalis. 
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5 DISCUSSÃO 

 

                As doenças cardiovasculares figuram entre as mais prevalentes e 

significantes doenças em países desenvolvidos. Desordens dos vasos sanguíneos, 

hipertensão e aterosclerose lideram como causas de morte no mundo ocidental 

(Seymour et al., 2003). 

         A hipótese de que a inflamação exerce alguma influência sobre  processo 

da aterogênese não é nova, data já do século XIX. Entretanto, somente no século 

XX que esta teoria foi parcialmente confirmada, a presença de microrganismos nas 

lesões vasculares foi confirmada por meio de análises patológicas, sem, entretanto 

determinar o papel destes na patogênese da aterosclerose (Vercellotti, 2001).  

         Na literatura, os organismos comumente relacionados ao processo de 

aterogênese são: C. pneumoniae (Kuroda et al., 2003), Helicobacter pylori ( 

Espinola-Klein et al. 2002; Iriz et al., 2008;) e Mycoplasma pneumoniae (Higuchi et 

al., 2006). 

          Estudos epidemiológicos sugerem que infecções crônicas, especialmente 

a periodontite, podem constituir um importante fator de risco para as doenças 

cardiovasculares (Elkaim et al., 2007). Pacientes com doença periodontal 

compartilham de fatores de risco em comum com pacientes portadores de doenças 

cardiovasculares: baixo “status” sócio econômico, “stress” e tabagismo (Paquette et. 

al., 2007). Segundo estes mesmos autores, destas semelhanças, surgiram os 

primeiros questionamentos sobre a possível relação entre doença periodontal e 

início/progressão da aterogênese e, por conseqüência, das doenças 

cardiovasculares.  

          Já está bem estabelecido que o paciente com periodontite crônica (severa 

à moderada) é desafiado continuamente pela microbiota oral. Em tais circunstâncias, 

ocorre uma extensa área ulcerada do epitélio sulcular que permitirá o intercâmbio de 

substâncias entre o biofilme subgengival e o hospedeiro (Seymour et al., 2003). A 

resposta inflamatória faz parte deste processo, por isso muitos estudos investigam a 

correlação entre esta resposta inflamatória e o processo de aterogênese (Katz et al., 

2002; D’Aiuto et al, 2004; Mattilla et al. 2005). Ainda neste contexto, existem na 

literatura estudos que buscam marcadores para avaliar o “grau de inflamação” de 

um indivíduo tais como: Proteína C reativa, IL6, fator de Von Willebrand, E-selectina 
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e TNF-α (Noack et al., 2001; Seymour et al., 2003; Ide et al., 2004; D’Aiuto et al., 

2004; D’Aiuto et al., 2004(b); D’Aiuto et al., 2005; Leivadaros et al., 2005; Tonetti et 

al., 2007; D’Aiuto et al., 2007). Em um estudo multicêntrico realizado por 

Offenbacher et al. (2008), os autores verificaram uma diminuição nos níveis séricos 

de CRP após a terapia periodontal e constataram que embora em  pacientes com 

altos níveis de CRP (acima de 3mg/ml) esta terapia tenha sido efetiva, em pacientes 

com níveis mais baixos de CRP tal diminuição não é tão evidente. Os autores 

sugerem que a inflamação em pacientes com os níveis baixos de CRP, estes seriam 

originados somente pela inflamação do tecido cardiovascular.  

         Alguns estudos investigaram a correlação de alguns parâmetros clínicos 

como a destruição periodontal (profundidade de bolsa, nível clínico de inserção e 

sangramento sondagem) e perda de dentes com a ocorrência de doenças 

cardiovasculares (Emingil et al., 2000; Beck e Offenbacher, 2002; Desvarieux et al., 

2003; Elter et al., 2004; Holmlun et al., 2006; Gotsman et al., 2007). 

         Com base nos dados obtidos, podemos observar que entre os 21 

pacientes analisados, a prevalências nesta população de indivíduos que perderam 

acima de 11 dentes é de aproximadamente 61,90%. Elter et al. (2004), afirmam que 

a perda de dentes associada à doença periodontal dos dentes remanescentes estão 

relacionados à um maior risco doenças coronarianas e que o mesmo não ocorre 

quando estes dois fatores são analisados isoladamente. 

         Desvarieux et al. (2003), já relacionaram a perda de dentes e a 

aterosclerose. Neste mesmo estudo, eles afirmam que quanto maior o número de 

dentes perdidos, maior é a severidade da doença periodontal; e isso pode ser 

comprovado em nosso estudo, que com nossos resultados permitem tal conclusão. 

Como podemos observar na tabela 3, em indivíduos com mais de 12 dentes 

ausentes a porcentagem de sítios com mais de 3 mm de profundidade de sondagem 

foi de 28,57% dos sítios analisados, enquanto que para indivíduos com até 11 

dentes perdidos esta porcentagem foi de 14,28%. 

Outra vertente dos estudos que buscam a correlação entre doenças 

cardiovasculares e a doença periodontal são as que estudam a participação dos 

microrganismos orais no processo de aterosclerose (Dorn et al., 1999; Chung et al., 

2003; Cairo et al., 2004; Fiehn et al., 2005). Pussinem e Matilla (2004) sugeriram 

uma ligação de causa e efeito entre doença periodontal e doença cardiovascular 

pois alguns periodontopatógenos possuem a capacidade de invadir células 
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endoteliais e células do músculo liso promovendo a agregação plaquetária e a 

formação do trombo.  

         Alguns periodontopatógenos despertam os interesses de pesquisadores 

quanto aos mecanismos de virulência que podem exercer uma ação deletéria sobre 

os tecidos, inclusive o endotélio, atividade plaquetária e formação de trombo 

(Kuramitsu et al., 2003; Chou et al., 2005; Tonetti et al., 2007; Paquette et al., 2007). 

         No presente estudo, investigamos a presença dos periodontopatógenos: 

Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans no biofilme oral 

de 21 pacientes portadores de lesões ateromatosas bem como nas biopsias de 

lesões ateromatosas removidas cirurgicamente dos mesmos 21 pacientes. 

          Das 21 amostras de biofilme subgengival submetidas a reações de 

polimerase em cadeia utilizando primers universais para procariotos, para 

verificarmos a viabilidade do DNA presente nas amostras, todas as 21 amostras 

foram consideradas positivas para esta reação, embora algumas amostras 

(pacientes n. 3, 4, 7, 19 e 21) tenham apresentado produtos um pouco maiores que 

o esperado. 

         Os resultados pertinentes à detecção no biofilme de A. 

actinomycetemcomitans e P. gingivalis podem ser observados na Tabela 4. A 

prevalência nesta população foi 14,28% para A. actinomycetemcomitans e 47,62% 

para P. gingivalis. Ao compararmos nossos dados com os de Tanner et al. (2006) 

que, ao analisarem a microbiota de dorso lingual e do biofilme subgengival de 

pacientes com diversas condições periodontais, observamos uma prevalência 

semelhante de A. actinomycetemcomitans de aproximadamente 15% sendo que o 

mesmo não é observado, para a prevalência de P. gingivalis que foi de 

aproximadamente 19%. 

         Dados de Yoshida et al. (2003), usando a técnica da PCR observaram 

positividade para A. actinomycetemcomitans (19,5%) e P. gingivalis (27,1%) na 

população japonesa. Novamente houve uma concordância para os dados obtidos de 

A. actinomycetemcomitans e uma prevalência muito maior para P. gingivalis em 

nosso estudo. 

         Em estudo de Missailidis et al. (2004), que analisou a prevalência de P. 

gingivalis na população brasileira, em um grupo de 102 indivíduos com diversas 

condições periodontais foi de encontrado o valor de 48,3%, resultado este bem 

próximo ao por nós obtidos. 
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         Estas variações entre as prevalências de determinados 

periodontopatógenos nas populações de diversas regiões geográficas já foram 

relatadas por pesquisadores como: Slots e Ting (1999) e Haffajee et al. (2004). 

Essas diferenças são atribuídas à diversos fatores culturais (menor controle sobre a 

venda de medicamentos sem prescrição, por exemplo);  genéticos (origem étnica em 

cada uma das localidades) e sócio-ambientais (acesso aos serviços odontológicos, 

nutrição, etc.). Além disso, convém lembrar que este dado pode não ser 

representativo da prevalência na população em geral, já que o número de indivíduos 

analisados é pequeno, e, também, por tratar-se de um grupo de indivíduos com 

características específicas, isto é, portadores de doença cardiovascular crônica.  

         Por outro lado, analisando os dados obtidos separadamente para 

indivíduos com profundidade de sondagem >3mm (indicativo de periodontite crônica) 

e compararmos aos obtidos por Elkaim et al. (2007), que analisaram a microbiota 

subgengival de 22 pacientes com periodontite crônica  que se submeteram a cirurgia 

cardíaca, foi possível observar uma maior semelhança de resultados. 

Aproximadamente 25% de prevalência de A. actinomycetemcomitans e 

aproximadamente 55% para P. gingivalis, contra os nossos dados de 11,11% e 

55,55% de prevalência para as duas espécies, respectivamente. 

               As biopsias de lesões ateromatosas, foram analisadas utilizando primers 

16SrRNA universais para procariotos resultou em produtos de PCR com múltiplas 

bandas de diferentes pesos moleculares (figura 7). Na tentativa de solucionar este 

problema, diferentes estratégias foram empregadas, tais como: o aumento da 

temperatura de anelamento de 60oC para 62oC, visando a diminuição dos produtos 

inespecíficos  e que resultou na negatividade da reação de amplificação. Outra 

estratégia utilizada foi a troca da taq polimerase por uma polimerase “hot-start 

(Platinum taq Invitrogen), que resultou em uma diminuição das bandas inespecíficas, 

mas não na sua eliminação.  

Assim, foram consideradas como positivas as reações que apresentaram 

amplicons de ~1500pb. Das 21 biópsias analisadas, 11 (52,38%), apresentaram 

produtos de tamanhos compatíveis com procariotos.  

Estudos prévios, utilizando PCR e primers universais, relatam 

prevalências de detecção de DNA procarioto variando de 88,5% a 100% (Stelzel et 

al., 2002; Fiehn et al., 2005; Lehtiniemi et al., 2005). Uma possível explicação para 

esta variação poderia ser relativas as metodologias empregadas desde o processo 
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de extração de DNA até a reação de PCR propriamente dita que pode variar 

consideravelmente entre os laboratórios de pesquisa. 

Alguns estudos analisaram a presença de bactérias orais nos ateromas 

(Fiehn et al., 2005; Padilla et al., 2006). Padilla et al. (2006) detectou, por método de 

cultura, somente espécie A. actinomycetemcomitans em 9 das 12 biópsias 

analisadas. Fiehn et al. (2005) detectou, também por métodos de cultura, espécies 

não orais que ele considerou como contaminantes da biopsia. 

Mesmo com suas limitações, a utilização da técnica PCR parece ser a 

que oferece um melhor desempenho, pois detecta o DNA bacteriano de um maior 

número de espécies bem como parece apresentar uma sensibilidade maior quando 

comparada ao método de cultura. Entretanto, é necessário esclarecer que esta 

técnica apenas detecta o DNA bacteriano presente no tecido analisado, sem, 

entretanto, determinar se a célula está viável ou não.   

As ocorrências de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans em lesões 

ateromatosas também foram investigadas. Para tal análise, optamos por realizar 

reações de PCR espécie-específicos em reações separadas, haja vista a 

multiplicidade de bandas apresentadas também para as reações utilizando primers 

16SrRNA espécie específicos. Assim, foram consideradas como positivas, as 

reações que produziram amplicons com tamanhos compatíveis para P. gingivalis e 

A. actinomycetemcomitans , 197pb e 360pb respectivamente. 

P. gingivalis foi detectado em 5 (23,8%) das biopsias analisadas e A. 

actinomycetemcomitans foi detectado em 3 (14,28%) (Figuras 9, 10, 11 e 12). 

               Os resultados de pesquisas analisando a ocorrência de 

periodontopatógenos em lesões vasculares são controversos. Estes variam desde a 

completa ausência (Romano et al., 2007) até a detecção de determinados 

patógenos, como por exemplo a P. intermedia em 100% das amostras analisadas 

(Fiehn et al., 2005). 

Os nossos resultados são semelhantes aos apresentados por Stelzel et 

al. (2002) que de 26 biopsias analisadas detectou P. gingivalis em 4 delas. Ishihara 

et al. (2004) analisaram 51 biopsias de artérias coronárias e detectaram a presença 

de P. gingivalis em 21,56% das amostras analisadas e a presença de A. 

actinomycetemcomitans em 23,52%. 

Nakano et al. (2007) estudaram a prevalência de A. 

actinomycetemcomitans em biopsias provenientes de diversas condições 



 42  

cardiovasculares (endocardite infecciosa, patologias da aorta e aneurismas e 

verificaram que em 31,1% esta espécie esteve presente.  

Pudemos verificar que em apenas dois (pacientes n. 20 e 21) dos 21 

pacientes ocorreram à presença concomitante de P. gingivalis na cavidade oral e 

lesão ateromatosa. Para A. actinomycetemcomitans, tal fato foi observado somente 

para o paciente n. 20. 

Um fato que chama atenção é o fato de que algumas amostras 

apresentaram positividade somente nas lesões ateromatosas, P. gingivalis 

(pacientes n. 17,18 e 19) e A. actinomycetemcomitans (pacientes n. 4 e 21). Nakano 

et al. (2007), observaram que os sorotipos presentes na cavidade oral divergiam 

daqueles presentes nas biopsias cardiovasculares. Este dado poderia indicar que 

algumas células bacterianas possuem tropismo por determinados tipos de tecidos, 

fato este que pode ocorrer mesmo para as diferentes espécies. Por exemplo: pode 

ser que determinada espécie ou subtipo bacteriano tenha colonizado a cavidade oral 

temporariamente, e que por diversos motivos tenha conseguido alcançar a corrente 

sanguínea, sendo o seu tropismo por células endoteliais, poderá instalar-se nas 

paredes dos vasos e aí multiplicar-se e, ao mesmo tempo, pode ser eliminada da 

cavidade oral. 

As bactérias podem alcançar a corrente sanguínea por diversos razões, 

desde a simples escovação até a extração do elemento dental (Heimdahl et al., 

1990; Bahrani-Mouegeot et al., 2008). A periodontite deve favorecer a ocorrência da 

bacteremia, pela maior quantidade de biofilme presente no sulco gengival seja pela 

condição endotelial alterada ou pela inflamação presente nestes casos. 
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6 CONCLUSÃO 

 

A partir dos dados obtidos na população estudada e com a metodologia 

utilizada podemos concluir que: 

 

          1- P. gingivalis foi detectada no biofilme subgengival de 10 (47,62%) 

indivíduos. 

          2- A. actinomycetemcomitans foi detectada no biofilme subgengival de 3 

(14,28%) indivíduos. 

           3- Das 21 amostras, em 11 (52,38%) foi possível detectar DNA procarioto. 

           4- P. gingivalis foi detectada nas biopsias de lesão vascular de 5 (23,8%) 

indivíduos 

           5- A. actinomycetemcomitans foi detectada na biópsia de lesão vascular de 

3 (14,28%) indivíduos. 

           6- A ocorrência concomitante de periodontopatógenos, no biofilme oral e 

na lesão ateromatosa, nem sempre ocorre. 
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                                                  Anexo 2 

TERMO DE  CONSENTIMENTO  LIVRE  E  ESCLARECIDO 

 Por esse instrumento particular declaro, para os efeitos éticos e legais, que eu   

(nome) ______________________________________________________________ , 

(nacionalidade) _____________________,(profissão)_______________________, portador do R.G. 

_______________________, C.I.C._____________________, residente e domiciliado à Rua 

_________________________________________ , telefone ______________, na cidade de 

_______________________ , Estado de _______________________ , concordo em participar da 

pesquisa Prevalência de periodontopatógenos em lesões vasculares (ateromatosas e 

aneurismas) Estou ciente que essa pesquisa pretende identificar os microrganismos (bactérias) 

presentes na placa dentária de indivíduos com indicação para a remoção da lesão vascular e possível 

concomitante detecção de DNA de periodontopatógeno na lesão. Para participar desse estudo é 

necessário estar com boa saúde geral, não ser grávidas ou lactantes; não possuir história de 

tratamento periodontal ou antibioticoterapia nos últimos seis meses; não apresentar doença sistêmica 

que comprometa a resposta do hospedeiro ou exija medicação profilática ao tratamento. Os 

participantes serão submetidos a um exame completo dos dentes e das gengivas que será efetuado 

por profissionais formados em Odontologia, sob a supervisão dos pesquisadores responsáveis por 

esta pesquisa. Nesta oportunidade, amostras de placa dentária serão coletadas por meio de curetas 

odontológicas estéreis, para a realização do exame microbiológico e identificação dos 

microrganismos presentes na placa dentária dos pacientes será coletada uma amostra por sítio e 6 

sítios por paciente.  

Os procedimentos são simples, não oferecem risco além de leve incômodo na gengiva 

durante a realização do exame clínico e coleta de placa dentária. Os benefícios recebidos serão os 

seguintes: Todos os indivíduos participantes deste estudo receberão informações sobre a importância 

da higiene oral para a saúde geral do indivíduo. O tratamento da infecção periodontal, para os que 

necessitarem e após liberaçào médica, está garantido na Clínica Odontológica da UnG para os 

participantes do estudo. Indivíduos que necessitarem de outros tratamentos serão encaminhados às 

diferentes especialidades na Clínica de Graduação.  

 Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que 

foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Prevalência de periodontopatógenos em lesões 

vasculares (ateromatosas e aneurismas) e influência sobre a resposta inflamatória  de células 

endoteliais e macrófagos”. 

 Eu discuti com a Profa. Dra. Claudia Ota-Tsuzuki, sobre a minha decisão em 

participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os 

procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de 

esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participação é isenta de despesas e 

que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necessário. Concordo em participar 

voluntariamente deste estudo e poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes ou 

durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter 

adquirido, ou no meu atendimento neste Serviço. 
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 Por estar de pleno acordo com o presente termo, assino abaixo o mesmo. 

 

                                                                 São Paulo, ____ de ___________ de 20___. 

 

 

Assinatura do voluntário 

 

 

(*) Assinatura de testemunha 

(*) para casos de pacientes menores de 

18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de 

deficiência auditiva ou visual 

 

Dra. Claudia Ota-Tsuzuki 

CROSP 52098 - Pesquisador Responsável 

Universidade Guarulhos - UnG 

CEPPE 

(Centro de Pós Graduação, Pesquisa e 

Extensão) 

tel:  11-64641769/fax:11-64641758 

 Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento 

Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participação neste 

estudo. 

 

                                                                 São Paulo, ____ de ___________ de 20___. 

 

 

 

____________________ 

Dra. Claudia Ota-Tsuzuki 

CROSP 52098 - Pesquisador Responsável 

Universidade Guarulhos – UnG CEPPE 

(Centro de Pós Graduação, Pesquisa e Extensão) 

tel:  11-64641769/fax:11-64641758 
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                                   Anexo 3 

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA DOAÇÃO DE MATERIAL BIOLÓGICO 

Por este instrumento particular declaro, para os efeitos éticos e legais, 

que eu (nome) _____________________________________________________, 

(nacionalidade) _________________________, (profissão) _________________, 

portador do RG _______________________, CPF _______________________, 

residente e domiciliado à Rua ________________________________________, 

telefone ________________ na cidade de _________________________, Estado 

de ______________, faço a doação de biopsias de tecido vascular  para a 

realização da pesquisa “Prevalência de periodontopatógenos em lesões 

vasculares (ateromatosas e aneurismas) e influência sobre a resposta 

inflamatória de células endoteliais e macrófagos”, coordenada pela Profa. Dra. 

Claudia Ota-Tsuzuki (Pesquisadora Responsável). 

Estou ciente também de que este material biológico, no caso biopsia de 

lesão vascular, será armazenado no “Laboratório de Pesquisa em Odontologia – 

Microbiologia, Imunologia e Biologia Molecular” da UnG, e que poderá ser utilizado 

em pesquisas futuras com o objetivo único de estudar a influência bacteriana sobre 

a evolução das lesões vasculares como ateromas e aneurismas. A guarda e 

autorização do uso deste material são de responsabilidade única e exclusiva do 

Pesquisador Responsável: Profa. Dra. Claudia Ota-Tsuzuki, e que o mesmo se 

compromete a submeter para aprovação do Comitê de Ética toda pesquisa nova que 

venha a utilizar este material biológico. Quando pertinente e necessário, a pesquisa 

poderá ser também submetida a apreciação e julgamento pela Comissão Nacional 

de Pesquisa – CONEP. 

Em nenhuma hipótese será minha identidade declarada ou revelada. 

Dessa forma, o material biológico doado, no caso biopsia de tecido vascular será 

armazenada em tubos plásticos codificados por números sem que meu nome esteja 

presente nos mesmos.  

Os participantes do estudo, uma vez doadores de biopsias de tecido 

vascular, poderão ser contatados para o esclarecimento do resultado do estudo ou 

para obtenção de consentimento específico para uso em um novo projeto de 

pesquisa. Da mesma forma, poderão buscar novos esclarecimentos a qualquer 

momento. 



 59  

Por estar de pleno acordo com o presente termo de doação, assino e 

autorizo o armazenamento do material biológico pelo período de 5 anos, podendo 

haver renovação mediante solicitação da instituição depositária – Universidade 

Guarulhos, conforme Resolução N° 347 (CNS) 

São Paulo, _____ de _________________ de _______. 

 

 

 

Assinatura do voluntário 

 

Dra. Claudia Ota-Tsuzuki 

CROSP 52098 - Pesquisador 

Responsável 

Universidade Guarulhos - UnG 

CEPPE 

(Centro de Pós Graduação, Pesquisa e 

Extensão) 

tel: 11-64641769/fax:11-64641758 
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 61  

 

 

 



 62  

 

 

 

 



 63  

 

 



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas

http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1


Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

