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RESUMO 

MENEZES,  NATASCHA  GIOVANNETTI  DE.  DETERMINAÇÃO  DO  POLIMORFISMO 
GENÉTICO  DO  FATOR  DE  NECROSE  TUMORAL  ALFA  (TNF­α ­308G/A)  EM 
DIFERENTES  FORMAS  DE  PERIODONTITE.  Dissertação  de  Mestrado  em 
Odontologia (Mestrado), Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio 
de Janeiro ­ UFRJ, Rio de Janeiro, 2007. 

O  polimorfismo  genético  de  nucleotídeo  único  (SNP)  na  posição  ­  308  da  região 

promotora do gene do Fator de Necrose Tumoral­alfa  (TNF­α)  tem sido associado 

com  um  incremento  na  produção  desta  citocina  e  susceptibilidade  à  doença 

periodontal. O objetivo deste estudo foi determinar a freqüência do SNP do TNF­α (­ 

308  G/A)  em  indivíduos  de  uma  amostra  da  população  brasileira  com  diferentes 

condições  periodontais.  Cento  e  sessenta  e  três  pacientes  categorizados  como 

saúde periodontal (SP = 51), periodontite crônica (PC = 74) e periodontite agressiva 

generalizada (PAG = 38) participaram deste estudo. O DNA genômico  foi obtido a 

partir  das  amostras  de  saliva.  A  genotipagem  do  TNF­α  foi  realizada  através  da 

amplificação  do  gene  pela  técnica  da  PCR  e  análise  dos  produtos  amplificados 

através  da  RFLP.  Diferenças  nos  parâmetros  clínicos  e  na  freqüência  dos 

alelos/genótipos  entre  os  grupos  foram  analisadas  através  dos  testes  de  Kruskal­ 

Wallis, χ 2 e teste exato de Fisher. O alelo ­308G foi detectado em 91,7%, enquanto o 

alelo ­308A foi encontrado em 35,4% de todos os indivíduos. Não foram observadas 

diferenças estatisticamente significantes na distribuição da freqüência dos alelos A e 

G (χ 2 = 2, 610; p > 0.05), e dos genótipos G/G, G/A e A/A (χ 2 = 2, 547; p = 0, 636) 

entre os grupos. Os dados aqui obtidos demonstram que o polimorfismo do TNF­α (­ 

308 G/A) não está associado com doença periodontal nesta amostra da população 

brasileira. 

Palavras­chaves: TNF­ α; doença periodontal; polimorfismo genético.
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ABSTRACT 

MENEZES,  NATASCHA  GIOVANNETTI  DE.  DETERMINATION  OF  THE  GENETIC 
POLYMORPHISM OF TUMOR NECROSIS FACTOR ALPHA  (TNF­α ­308G/A)  IN 
DIFFERENT  FORMS  OF  PERIODONTITIS.  Dissertation  (Master  in  Dentistry  ­ 
Periodontics), School of Dentistry, Federal University of Rio de Janeiro ­ UFRJ, Rio 
de Janeiro, 2007. 

A single nucleotide polymorphism  (SNP) at  the position  ­308 of  the  tumor necrosis 

factor­alpha  (TNF­α)  promoter  region  has  been  shown  to  influence  cytokine 

production and susceptibility to periodontitis. The aim of this study was to determine 

the  frequency  of  the  TNF­α  (­308  G/A)  SNP  in  subjects  with  different  periodontal 

conditions  from  a  Brazilian  population.  One  hundred  and  sixty­three  subjects, 

categorized  as  periodontal  health  (PH  =  51),  chronic  (CP  =  74)  and  generalized 

aggressive  (GAgP =  38)  periodontitis  participated  in  the study. Genomic DNA was 

obtained  from mouthwash  samples  and TNF­α  genotyping was  performed by PCR 

and  RFLP  analyses.  Differences  in  clinical  parameters  and  frequency  of 

allotypes/genotypes  among  groups  were  sought  by Kruskal­Wallis, χ 2  and  Fisher’s 

exact tests. The allele ­308G was detected in 91.7%, whereas the ­308A allele was 

found  in  35.4%  of  all  subjects.  No  significant  differences  were  observed  in  the 

frequency distribution of these alleles (χ 2 = 2.610; p > 0.05), and the genotypes G/G, 

G/A,  and A/A  (χ 2 = 2.547;  p  =  0.636)  among groups.  These  data suggest  that  the 

TNF­α (­308 G/A) polymorphism  is not associated with periodontitis  in  this Brazilian 

population. 

Key words: TNF­ α; periodontal diseases; genetic polymorphism
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1­ INTRODUÇÃO 

1.1.  Doenças Periodontais 

As  doenças  periodontais  são  doenças  infecto­inflamatórias,  de  etiologia 

polimicrobiana  e  natureza  multifatorial  que  resultam  na  destruição  dos  tecidos  de 

proteção  e  suporte  dos  dentes,  incluindo  a  gengiva,  o  ligamento  periodontal,  o 

cemento radicular e o osso alveolar (Haffajee e Socransky,1994). 

Do  ponto  de  vista  clínico,  podem  ser  detectadas  através  da  presença  de 

inflamação  gengival,  formação  de  bolsa  periodontal  e  reabsorção  óssea  alveolar 

(Figura 1) (Lindhe e Karring, 1999). 

Figura  1.  Anatomia  do  periodonto.  (Painel  A)  Esquema  de  um  periodonto 

saudável. (Painel B) Figura esquemática de uma lesão periodontal com a formação 

da  bolsa  periodontal.  BP,  bolsa  periodontal;  JCE,  junção  cemento­esmalte;  TCI, 

tecido  conectivo  inflamado;  EJ,  epitélio  juncional.  Adaptado  de  Lindhe  e  Karring, 

(1999). 

B A 

BP 
Esmalte
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A  doença  periodontal  é  uma  das  doenças  inflamatórias  crônicas  humanas 

mais  freqüentes.  Estima­se  que  nos  EUA entre  5  a  30%  da população  adulta,  na 

faixa etária de 25 a 75 anos, seja acometida pela doença periodontal.  Além disso, 

ela  representa uma das mais  importantes causas de dor, desconforto e perda dos 

dentes em adultos (Rose et al. 2002). 

De  acordo  com  as  características  clínicas  e  os  tipos  de  microorganismos 

envolvidos, a doença periodontal pode ser classificada basicamente em dois grupos 

principais: as gengivites e as periodontites (Figura 2) (AAP, 1999). 

Figura  2.  Classificação  da  doença  periodontal.  (Painel  A)  Esquema  de  um 

periodonto  inflamado  sem  perda  de  inserção  clínica  e  óssea  alveolar  (gengivite). 

(Painel B) Figura esquemática de uma lesão periodontal com perda óssea alveolar e 

formação de bolsa periodontal (periodontite). Adaptado de: Carranza et al., 2003. 

As  gengivites  são  definidas  como  inflamações  gengivais,  sem  perda  de 

inserção  clínica  e  sem  evidência  radiográfica  de  perda  óssea  alveolar.  As 

periodontites envolvem  inflamação gengival com perda de  inserção clínica e óssea 

em diferentes graus de destruição. As periodontites são atualmente classificadas em 

crônicas  (leve,  moderada  ou  grave)  e  agressivas  (localizadas  ou  generalizadas) 

A  B
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(AAP,1999).  A  periodontite  crônica  é  a  forma mais  comum  de  doença  periodontal 

destrutiva.  Caracteriza­se  pela  presença  e  acúmulo  de  cálculo  e  biofilme  dental 

supra  e/ou  subgengival,  e  pela  progressão  lenta  à  moderada,  com  surtos  de 

exacerbação. Acomete principalmente indivíduos com mais de 35 anos de idade. A 

quantidade de destruição periodontal está diretamente relacionada com a presença 

de fatores irritantes locais, tais como grau de higiene oral, quantidade de biofilme e 

cálculo  dentais.  Outros  fatores  intrínsecos  do  hospedeiro  como  a  presença  de 

doenças sistêmicas e o  tabagismo podem  favorecer o desenvolvimento da doença 

periodontal. A periodontite agressiva compreende um grupo raro dessas doenças e 

se  caracteriza  normalmente  pela  pouca  quantidade  de  cálculo  e  biofilme  dentais, 

progressão rápida, e o acometimento de indivíduos jovens, inclusive crianças. Além 

das  características  clínicas,  outros  parâmetros  foram  associados  à  periodontite 

agressiva. Dentre estes estão: o caráter de agregação familiar (Page et al.,1983), a 

presença  predominante  do  patógeno  Aggregatibacter  actinomycetemcomitans 

(anteriormente  denominado  Actinobacillus  actinomycetemcomitans)  (Slots,1976),  e 

defeitos na  resposta  imunológica,  tais como a disfunção  fagocítica de neutrófilos e 

disfunção de ativação de macrófagos (Oshrain et al.,1987). 

O  tratamento  das  doenças  periodontais  visa  à  eliminação  ou  supressão  da 

microbiota  patogênica  através  da  remoção  do  biofilme  e  cálculo  dentais  pela 

raspagem e alisamento  radicular,  e  educação do paciente  quanto à  higiene oral  e 

controle do biofilme dental. Em alguns casos mais agressivos, a utilização conjunta 

de antibióticos e anti­sépticos  tópicos e/ou sistêmicos com a  terapia mecânica tem 

sido indicada (Van Winkelhoff et al., 1989). 

1.2. Etiologia Microbiana 

O  biofilme  bacteriano  que  se  forma  na  superfície  dos  dentes  é  o  fator 

etiológico primário da doença periodontal. A composição da microbiota é complexa e
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varia bastante entre os pacientes (Socransky e Haffajee, 2005). Dentre as mais de 

700 espécies ou filotipos distintos atualmente encontrados na cavidade oral (Aas et 

al.,  2005;  Paster  et  al.,  2006),  apenas  um  pequeno  subgrupo  de  microrganismos 

presentes  no  biofilme  subgengival  está  fortemente  associado  com  infecções  do 

periodonto  (Socransky  et  al.,1998).  Diversos  trabalhos  demonstraram  que 

determinadas espécies subgengivais e/ou complexos de microrganismos orais estão 

intimamente  associados  com  diferentes  tipos  de  doenças  periodontais  e  com  um 

risco  maior  à  progressão  dessas  infecções,  bem  como  com  condições  de  saúde 

periodontal  (Newman  e  Socransky,  1977;  Slots,1979,  1986;  Tanner,  Socransky  e 

Goodson, 1984; Haffajee et al.,1988; Socransky, Haffajee e Dzink, 1988; Tanner et 

al.,1998; Colombo et al.,1998, 2002; Ezzo e Cutler, 2003). 

Dentre  as  espécies  mais  comumente  encontradas  estão  Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans,  Porphyromonas  gingivalis,  Fusobacterium  nucleatum, 

Tannerella  forsythia,  Treponema  denticola,  Prevotella  intermedia  e  Prevotella 

nigrescens (Slots, 1986; Slots et al., 1986; Socransky e Haffajee, 1992; Haffajee e 

Socransky,  1994).  Em  1998,  Socransky  e  colaboradores  descreveram  cinco 

principais complexos microbianos observados no biofilme subgengival de pacientes 

com doença periodontal e de indivíduos com saúde periodontal (Figura 3).
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Figura 3. Complexos microbianos observados no biofilme subgengival. O esquema 

piramidal  representa o “modelo de sucessão ecológica na colonização microbiana”. 

Fonte: Socransky e Haffajee, 2005. 

O denominado "complexo vermelho" consiste de três espécies, T. forsythia, 

P. gingivalis e T. denticola,  fortemente relacionadas com sinais clínicos de doença, 

tais  como  bolsas  periodontais  profundas  e  sangramento  à  sondagem.  Um  outro 

grupo,  "complexo  laranja",  inclui  espécies  de  Fusobacterium,  Prevotella, 

Campylobacter, Peptostreptococcus micros, Eubacterium nodatum e Streptococcus 

constellatus. Os autores demonstraram que este grupo, também associado a sinais 

de doença, parece anteceder a colonização por espécies do complexo vermelho. O 

"complexo amarelo" é representado por espécies de Streptococcus e o "complexo 

verde"  composto  por  três  espécies  de  Capnocytophaga, Campylobacter  concisus,



26 

Eikenella  corrodens  e  A.  actinomycetemcomitans  sorotipo  a.  O  quinto  grupo, 

denominado  de  "complexo  roxo",  compreende  as  espécies  Veillonella  parvula  e 

Actinomyces odontolyticus (Socransky et al., 1998).   Mais  recentemente, um grupo 

constituído  por  espécies  de  Actinomyces  foi  descrito  como  “ complexo  azul”  

(Socransky e Haffajee, 2005). As espécies constituintes de um mesmo complexo são 

fortemente  associadas  entre  si.  De  modo  semelhante,  os  complexos  também 

mantêm  inter­relações  específicas.  Estes  aspectos  permitem  a  concepção  de  um 

modelo  de  sucessão  ecológica  na  colonização  microbiana.  A  prevalência  das 

espécies dentro dos complexos microbianos e os sucessivos níveis de colonização 

variam de acordo com o estado clínico periodontal dos indivíduos. Diferenças étnicas 

e/ou geográficas parecem  também contribuir para essas variações (Haffajee et al., 

2004).  Além  disso,  é  possível  que  outras  comunidades  compostas  por  espécies 

ainda  não  identificadas  ou  não  cultiváveis  possam  existir  (Socransky  e  Haffajee, 

2005; Paster et al., 2006). 

Apesar dos estudos microbiológicos terem contribuído para o estabelecimento 

da  etiologia  microbiana  infecciosa  das  doenças  periodontais,  inúmeros  fatores, 

incluindo  fatores  locais,  ambientais,  comportamentais,  imunológicos  e  genéticos 

associados  ao  hospedeiro  podem  atuar  como  moduladores  do  processo  de 

patogenia dessas doenças (Page e Kornman, 1997). Essa natureza multifatorial das 

doenças  periodontais  torna  seu  diagnóstico,  prevenção  e  tratamento  um  grande 

desafio  para  clínicos  e  pesquisadores.  Assim,  não  só  a  microbiota  patogênica 

específica de uma  infecção periodontal deve ser determinada, mas  também esses 

fatores associados ao hospedeiro, a fim de que se possa propiciar um diagnóstico e 

tratamento mais adequados e menos empíricos.
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1.3. Imunidade, Inflamação e Doença Periodontal 

A inflamação crônica do periodonto, como ocorre em diferentes tecidos, pode 

ser observada clinicamente através dos cinco sinais cardinais:  rubor, calor, edema, 

dor  e  perda  de  função.  O  rubor  e  calor  resultam  do  aumento  de  circulação 

sanguínea  na  área  inflamada,  podendo ser  visualizado  através  do  sangramento  à 

sondagem  do  sulco  gengival.  O  edema  é  a  conseqüência  do  aumento  local  do 

líquido intersticial e a dor depende do acúmulo, no local, de substâncias que atuam 

sobre  as  terminações  nervosas  do  ligamento  periodontal.  A  perda  da  função  se 

caracteriza,  especialmente,  pela  destruição  do  osso  alveolar,  o  que  pode  levar  à 

mobilidade e a conseqüente perda do elemento dentário (Rose et al. 2002). 

O  processo  inflamatório  periodontal  resulta  da  reação  local  dos  tecidos  à 

agressão causada pelos microorganismos patogênicos presentes no biofilme dental 

(Williams  e  Offenbacher,  2000).  Componentes  microbianos,  como  os 

lipopolissacarídeos (LPS) presentes na parede celular de espécies Gram negativas, 

ativam  um  amplo  espectro  de  clones  celulares  do  hospedeiro.  Dentre  estes,  os 

fibroblastos, os macrófagos e os leucócitos polimorfonucleares (PMN) que passam a 

secretar inúmeras moléculas imunomoduladoras nos tecidos e fluidos gengivais.  As 

citocinas  constituem  um  grupo  de  interessse  especial  dentre  as  moléculas 

moduladoras  da  resposta  imunoinflamatória  (Page  e  Kornman,  1997;  Hayday  e 

Viney,  2000).  As  citocinas  podem  exercer  seus  efeitos  através  de  vias  distintas: 

ativando  a  própria  célula  que  a  produziu  (efeito  autócrino),  células  circunvizinhas 

(efeito parácrino) e atuando em outros órgãos, à distância, de forma sistêmica (efeito 

endócrino). 

As  citocinas  ditas  “pró­inflamatórias”  são  responsáveis  pela  iniciação  e 

manutenção da resposta imune e inflamatória do hospedeiro a patógenos e agentes 

agressores  diversos.  Alguns  exemplos  destas  citocinas  são:  Interleucina­1  (IL­1),
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Interleucina  ­6  (IL­6),  Interleucina­8  (IL­8),  Interferon­gama  (IFN­γ)  e  o  Fator  de 

Necrose Tumoral­alfa (TNF­α) (Janeway et al.,2006). 

1.3.1. Efeitos Inflamatórios do TNF­α e da IL­1 

As citocinas TNF­α e  IL­1 atuam como mediadores em doenças  inflamatórias 

crônicas  (Birkedal­Hansen,  1993)  e  representam  as  principais  citocinas  pró­ 

inflamatórias envolvidas no processo de destruição dos tecidos periodontais (Wilton 

et al.,  1992; Page et al., 1997; Graves et al.,  1998; Assuma et al.,1998; Delima et 

al.,2001;  Shimada  et  al.,  2004).  Estes mediadores  têm  sido  encontrados  em  altos 

níveis  no  fluido  gengival  e  nos  tecidos  gengivais  de  sítios  com  lesão  periodontal 

(Graves  et  al.,  1998;  Engebretson  et  al.,  1999).  Eles  são  capazes  de  estimular  a 

síntese  de  colagenase  tecidual  e  apresentam  um  efeito  sinérgico  no  processo  de 

desmineralização óssea (Gemmell et al., 1997). 

Essas citocinas  também atuam  como mediadores  nos  processos  de  lesões 

celulares  e  tissulares,  nas  modificações  de  vias  metabólicas  e  de  mensageiros 

secundários. A proteína NF­κB (Nuclear factor Kappa B), um regulador da atividade 

de transcrição do RNA mensageiro, parece ser o responsável pela ação sinérgica do 

TNF­α e IL­1. O fator NF­κB é responsável pela iniciação da síntese de mais de 50 

proteínas  envolvidas  na  regulação  da  resposta  imune  e  inflamatória.  Esse  fator 

constitui  o  alvo  comum  das  vias  de  sinalização  intracelular  destas  duas  citocinas 

(Janssen­Heininger et al., 2000). 

O TNF­α e a  IL­1 ativam as células endoteliais na  indução da marginação e 

migração dos neutrófilos para a área inflamada. Essas citocinas também estimulam 

a  atividade  da  fosfatase  alcalina  nos  osteoblastos,  a  reabsorção  óssea  por 

osteoclastos, e a proliferação dos fibroblastos (Janeway et al.,2006).
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Estudos de periodontite experimental, utilizando primatas, identificaram essas 

citocinas como potentes  indutores da destruição e reabsorção óssea em diferentes 

formas  de  periodontite  (Graves  et  al.,  1998).  O  uso  simultâneo  de  bloqueadores 

solúveis  do  TNF–α/IL­1  injetados  nas  papilas  interproximais  de  animais  com 

periodontite, mostrou  resultar,  através  de  análises  histomorfométricas,  na  redução 

da perda do tecido conjuntivo em 51% (Delima et al., 2001), na diminuição de 80% 

no  recrutamento  de  células  inflamatórias  e  de  60%  na  perda  óssea  (Assuma  et 

al.,1998). 

É interessante notar que o TNF­ α e a IL­1, juntamente com outras citocinas, 

participam da indução da resposta da fase aguda no fígado (Moshage, 1997). Essa 

reação  envolve  uma  alteração  nas  proteínas  hepáticas  secretadas  no  plasma 

sanguíneo, incluindo a diminuição dos níveis de algumas proteínas como albumina e 

transferrina e o aumento marcante de outras. As proteínas cuja síntese é  induzida 

pelas citocinas são chamadas de “proteínas de fase aguda”. Entre estas, encontram­ 

se a proteína ligadora de manose, a proteína amilóide sérica A e a proteína C­reativa 

(CRP) (Janeway et al.,2006). Foi sugerido que a elevação dos níveis séricos de CRP 

seria um marcador de risco para a doença periodontal, pois indivíduos com doença 

periodontal  apresentam  níveis  aumentados  de  CRP  em  comparação  a  controles 

saudáveis  (Beck et al.,  1996; Noack et al.,  2001; D' Aiuto et al., 2004a). Por outro 

lado, sabe­se que a CRP se encontra elevada em diversas outras situações clínicas, 

sendo  atualmente  considerada  um  importante  marcador  de  risco  para  doenças 

cardiovasculares  (Meurman  et  al.,  2004;  Suzuki  et  al.,  2004).  Estes  estados  de 

manutenção  da  inflamação,  espelhados  no  aumento  da  CRP,  foram  descritos  na 

doença  periodontal.  Consequentemente,  diversos  investigadores  sugeriram  a 

hipótese  de  uma eventual  associação  entre  doenças  cardiovasculares  e/ou  outras 

condições sistêmicas  e  as  infecções periodontais  (Beck et  al.,  1996; Noack et al., 

2001; Rose et al. 2002).
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A  considerável  redundância  funcional  do  TNF­α  e  da  IL­1  é  provavelmente 

protetora,  visto  que  fornece  vias  alternativas  para  mobilizar  as  reações  do 

hospedeiro  em  casos  de  emergência.  Além  disso,  o  TNF­α  e  a  IL­1  regulam­se 

mutuamente,  e  suas  capacidades  sinérgicas  permitem­lhes  alcançar  efeitos 

máximos  em  concentrações  subótimas.  Esta  associação  é  econômica,  resultando 

em uma enorme amplificação das reações do hospedeiro e aumentando a eficácia 

do sistema imune. As importantes diferenças fenotípicas observadas nos receptores 

e  inúmeros  outros  ligantes  do  TNF­α  e  da  IL­1  indicam  que  cada  uma  destas 

citocinas desempenha funções fisiopatológicas especificas (Janeway et al.,2006). 

1.3.2. O Fator de Necrose Tumoral­ alfa (TNF ­α) 

O TNF­α (Figura 4) foi descrito pela primeira vez pela sua atividade no soro 

de  animais  tratados  com  LPS,  sendo  capaz  de  induzir  necrose  hemorrágica  em 

certos  tumores.  Este  fenômeno  ficou  conhecido  como  reação  de  Shwartzman.  O 

LPS induz a produção de TNF­α pelos macrófagos. Por sua vez, o TNF­α estimula 

as  células  endoteliais  a  produzirem  prostaglandinas,  IL­6  e  uma  proteína 

denominada  fator  pró­coagulante  (ou  fator  tecidual  III).  O  fator  tecidual  III  tem  a 

capacidade de iniciar a cascata da coagulação. Estes efeitos locais de coagulação e 

inflamação  bloqueiam  o  suprimento  sangüíneo  e  são  responsáveis  pela 

característica  do  TNF­α  de  causar  infartos  e  necrose  hemorrágica  de  tumores, 

propriedade que levou à sua descoberta e denominação (Carswell et al.,1975). 

Posteriormente, Kawakami et al. (1982) identificaram um mediador circulante 

produzido por macrófagos de animais tratados com endotoxina capaz de suprimir a 

lipoproteína  lipase  e  provocar  a  caquexia.  Este  mediador,  uma  proteína  que  foi 

nomeada  caquectina,  após  ser  purificado  e  ter  seu  DNA  complementar  clonado, 

mostrou­se  idêntico  ao  TNF­α,  previamente  descrito.  Portanto,  a  identificação  e
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caracterização  do  TNF­α  ocorreram  através  de  duas  linhas  de  investigação 

diferentes, e os termos caquectina e TNF­α se referem ao mesmo composto. 

Figura  4. Estrutura  tridimensional do TNF­α. Resolução de  2.6 angstrons.  Fonte: 

http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=1TNF(acessado em 24/06/05) 

Por desempenhar um papel chave no sistema de defesa do hospedeiro e na 

vigilância imune, o TNF­α, membro da superfamília do TNF, tem sido foco de grande 

interesse e de um imenso numero de publicações. 

A superfamília TNF inclui 19  ligantes e 29 receptores. Dentre estes, por sua 

importância  nos  processos  reguladores  da  diferenciação  celular,  imunidade  e 

inflamação, destacam­se: a Linfotoxina­alfa (LT­α ou TNF­β), o receptor do fator de 

crescimento do nervo (NGFR), o  ligante Fas,  ligante da osteoprotegerina (OPG), o 

ligante  CD40  (CD40  LG),  TNF  Receptor­Associated  Factor  1(TRAF­1)  (Aderka, 

1996). 

O  TNF­α  é  produzido  predominantemente  por  macrófagos  ativados  e  em 

menores  quantidades  por  outros  tipos  celulares,  tais  como monócitos, mastócitos, 

fibroblastos,  células  endoteliais,  células  “natural  killer”  (NK)  e  linfócitos  (Dinarello, 

1987).

http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=1TNF
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O TNF­α é uma glicoproteína  transmembranária, e constitui  o  protótipo  das 

proteínas da “família TNF de citocinas”. Originalmente produzida como uma cadeia 

de  233  aminoácidos  apresenta  atributos  de  estrutura  e  função  de  proteína 

transmembranária tipo II. Esta forma da proteína agrupa­se em homotrímeros que, a 

partir da ação de uma enzima denominada TACE, TNF­α converting enzyme, sofre 

clivagem, com a geração de um fragmento de 157 aminoácidos, sua forma madura, 

e consequente liberação da membrana celular (Wallach et al., 1991).  Assim, o TNF­ 

α atua  basicamente  de  duas  formas:  como  um  ligante  de  membrana  ou  em  sua 

forma  solúvel  (Li  e  Stashenko,  1993;  Gravenstein  e  Borst,  1998).  Nos  processos 

biológicos  dos  quais  participa,  o  TNF­α interage  com  seus  receptores  TNF­α 

receptor  I  (p55  TNF­α receptor,  TNFRI)  e  TNF­α receptor  II  (p75 TNF­α receptor, 

TNFRII), de pesos moleculares 55 Kda e 75 kDa,  respectivamente  (Wallach et al., 

1991). Como outras citocinas, o TNF­α caracteriza­se por intensa ação pleiotrópica, 

sendo capaz de produzir uma grande variedade de efeitos pró­inflamatórios (Figura 

5) (Bertolini et al., 1986; Beutler e Cerami, 1989).
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Figura  5.  Receptores  do  TNF­α,  TNFRI  e  TNFRII.  Efeitos  principais  a  partir  da 

ligação do TNF­α com seus receptores I e II. Adaptado  de Janeway et al.,2006. 

A ligação do TNF­α aos seus receptores induz toxicidade, atividade antiviral, 

proliferação de fibroblastos,  linfócitos T citotóxicos e  timócitos, além da indução do 

fator  de  transcrição  NF­κB,  eventos  que  normalmente  resultam  na  ativação  de 

caspases e,  finalmente em apoptose “caspase dependente”  (Figura 6)  (Tartaglia e 

Goeddel, 1992; Tartaglia et al., 1993; Curtin e Cotter, 2002). O TNF­α também pode 

induzir outras células a liberar diferentes citocinas que agem como reforço ou como 

antagonistas de algumas de suas próprias ações (Nathan, 1987). 
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Figura 6. Efeitos do TNF­α sobre a longevidade celular. Via de indução da apoptose 

(caspase  dependente)  versus  via  de  indução  do  aumento  da  longevidade.  Fonte: 

Janeway et al.,2006. 

Cada  receptor de TNF­α possui um grande domínio de  ligação extracelular, 

uma  região  transmembrana  hidrofóbica  e  uma  cauda  de  transdução  de  sinais 

intracelulares  (Figura  6).  O  TNF­α liga­se  a  estes  receptores  como  trímero,  com 

ligação  simultânea  de  cada  trímero  a  2  ou  3  receptores  do  tipo  I  ou  tipo  II.  Esta 

ligação cruzada dos receptores mediada por  ligantes  inicia a transdução de sinais, 

resultando numa cascata de fosforilação de proteínas e ativação gênica semelhante 

àquela produzida pela IL­1. Os dois tipos distintos de receptores do TNF­α induzem 

respostas especificas. O TNFRI promove atividade citotóxica,  induzindo a apoptose 

e o choque endotóxico, enquanto o TNFRII promove a proliferação dos  linfócitos T 

(Wallach  et  al.,1991;  Janeway  et  al.,2006).  Tanto  o  TNFRI  quanto  o  TNFRII  são 

expressos na maioria das linhagens celulares. Entretanto, o TNFRII é primariamente 

expresso nas células do sistema imune, sobretudo linfócitos B e T, outras células de 

origem mielóide e células endoteliais (Janeway et al.,2006).
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A sinalização do TNF­α para suas células­alvo é amplamente mediada pelo 

TNFRI, enquanto a principal  função do TNFRII é a apresentação do TNF­α para o 

TNFRI.  A  presença  do  receptor  TNFRII  na  superfície  celular  aumenta  a  taxa  de 

associação do TNF­α ao TNFRI, podendo reverter a desensibilização do TNFRI ao 

TNF­α (Janeway et al.,2006). 

O  balanço  final  dos  efeitos  do  TNF­α pode  ser  considerado  benéfico  ou 

deletério  para  o  hospedeiro,  dependendo  do  timing,  duração,  localização  e 

magnitude da sua liberação (Ver revisão por Verweij, 1999). Quando produzido em 

pequenas  quantidades,  exerce  um  grande  número  de  atividades  pleiotrópicas  que 

estão relacionadas com o controle da proliferação e diferenciação celular, regulação 

da  interação  das  citocinas,  interação  com  outros  mediadores  da  resposta  ao 

estresse,  incluindo  prostaglandinas  e  corticosteróides,  e  mediação  da  resposta  à 

injúria (Souba et al., 1984). 

Inúmeros fatores podem desencadear a produção do TNF­α. A apresentação 

de  antígenos  por  células  apresentadoras  de  antígeno  profissionais  (macrófagos  e 

células  dendríticas)  que  estabelecem  uma  sinapse  imunológica  direta  com  os 

linfócitos  T,  a  fagocitose  de  partículas  pelos  monócitos/macrófagos,  e  ainda  a 

adesão celular a superfícies epiteliais ou endoteliais constituem potentes  indutores 

da  síntese  de  TNF­α.  Componentes  solúveis  de  bactérias  como  endotoxinas, 

exotoxinas,  enterotoxinas  peptídeoglicanas  são  também  capazes  de  induzir  a 

produção  de  TNF­α  pelos  macrófagos.  O  LPS,  presente  abundantemente  em 

bactérias  Gram­negativas  é  um  potente  indutor  da  síntese  do  TNF­α (Cavaillon, 

1994). 

Em  razão  da  importante  participação  do  TNF­α  nos  processos  imuno­ 

inflamatórios,  foi  postulado  por  diferentes  autores  que  o  incremento  da  sua 

produção,  estabilidade  ou  a  diminuição  de  sua  degradação  poderia  influenciar  o
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desenvolvimento  e  o  curso  de  diferentes  condições  clínicas,  inclusive  da  doença 

periodontal  (Page  et  al.,  1997).  De  fato,  estudos  de  indivíduos  com  doença 

periodontal  identificaram  concentrações  elevadas  de  TNF­α  no  fluido  e  tecido 

gengival destes pacientes, sugerindo um papel desta citocina na destruição tecidual 

e  reabsorção  óssea  do  periodonto  (Rossomando  et  al.,  1990;  Hirose  et  al.  1997; 

Graves et al., 1998). 

A procura por alterações no gene do TNF­α, visto que variações  individuais 

nas  concentrações  tissulares  dessa  citocina  em  diferentes  circunstâncias  clínicas 

podem  ser  atribuídas  a  alterações  genéticas,  identificou  a  existência  de  vários 

polimorfismos  bi­alélicos  (Takashiba  et  al.,  1993;  Ver  revisão  por  Verweij,  1999). 

Conseqüentemente,  os  polimorfismos  do  gene  que  codifica  o  TNF­α foram 

propostos  como  candidatos  a  biomarcadores  de  diversas  doenças  inflamatórias 

crônicas,  incluindo as periodontites  (Verweij, 1999; Qian et al.,  2002; Fassmann et 

al.,  2003;  Lin  et  al.,  2003;  Soga  et  al.,  2003;  Gonzalez  et  al.  2003;  Rodriguez­ 

Carreon et al., 2005; Lee et al., 2006; Guimarães et al.,  2007). 

1.4. O Gene Codificante do Fator de Necrose Tumoral­alfa (TNF­α) 

O gene que codifica a citocina TNF­α localiza­se dentro da região Classe  III 

do MHC,  no  braço menor  do  cromossomo  6,  sendo sua posição  codificada  como 

6p21.33.  Sua  disposição  física  dentro  do  cromossomo  6  está  representada  no 

esquema abaixo (Figura 7) (Wilson et al., 1992).
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Figura 7. Mapa genético representando o cromossomo 6 humano e identificando o 

locus do TNF. Fonte: National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map_search.cgi?taxid=9606&query=TNF&direc 

t=on (acessado em 26/07/05) 

1.5 Doenças Periodontais e o Paradigma Genético 

Apesar  de  o  biofilme  dental  ser  considerado  o  fator  etiológico  primário  da 

doença periodontal,  fatores comportamentais, ambientais e genéticos podem atuar 

como  fatores  de  risco  (Figura  8)  (Kornman  e  Löe,  1993).  Esses  fatores 

modificadores da doença periodontal podem comprometer a resposta do hospedeiro, 

interferir na reparação tecidual, na idade de estabelecimento da doença, no grau de 

destruição  periodontal,  na  resposta  ao  tratamento  periodontal,  assim  como  na 

gravidade,  progressão  e  freqüência  de  recorrência  da  doença  (Page  e  Kornman, 

1997).

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map_search.cgi?taxid=9606&query=TNF&direct=on
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Figura  8. Esquema proposto  para  representar  a  inter­relação  dos  fatores de  risco 

com a doença periodontal. 

A  elucidação  da  estrutura  do  genoma  humano  e  o  desenvolvimento  da 

genômica  funcional  estão  entre  os  maiores  avanços  científicos  do  século  XX.  A 

relevância  da  hereditariedade  nos  processos  de  saúde  e  doença  é  histórica  e 

amplamente reconhecida. Entretanto, somente no decorrer do século XX as regras 

que  definem  os  padrões  de  transmissão  das  doenças  de  base  genética  e  os 

mecanismos pelos quais a  informação genética é armazenada e  transmitida  foram 

elucidados. A aplicação destas informações na prática clínica foram majoritariamente 

focadas  nas  relativamente  raras  doenças monogênicas  e  defeitos  cromossômicos 

especificos (Korf, 2004). 

O  seqüenciamento  do  genoma  humano  permitiu  grande  progresso  no 

entendimento das doenças monogênicas e nas condições causadas por alterações 

num  conjunto  limitado  de  genes  (Nardi,  2004).  As  doenças monogênicas  também 

conhecidas  como  doenças  de  herança  monogênica  ou  mendeliana,  resultam  de 
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alterações  em um  único  gene. Essas  alterações  genéticas  em  um  único  locus  no 

gene,  na  maioria  dos  casos,  é  o  maior  determinante  para  o  fenótipo  clínico  da 

doença.  As  doenças  monogênicas  costumam  seguir  um  padrão  simples  de 

probabilidade  matemática,  tomando  como  base  o  modelo  clássico  de  herança 

Mendeliana  (autossômicas  dominantes,  autossômicas  recessivas  ou  ligadas  ao 

cromossomo  X)  que  busca  permitir  a  previsão  dos  fenótipos  resultantes.  A 

prevalência das doenças mendelianas na população é rara (taxas inferiores a 0,1%), 

com exceção de algumas populações únicas  isoladas  (Kinane et al. 2005). Alguns 

exemplos  de  doenças  tipicamente  mendelianas  incluem  amelogênese  imperfeita, 

síndrome  de  Crouzon,  displasia  cleidocraniana  e  síndrome  de  Papillon­Lefèvre 

(Kinane et al. 2005). 

No entanto, as doenças mais comuns e de maior  importância em termos de 

mortalidade e/ou morbidade (como exemplo: as doenças cardiovasculares; câncer; 

diabetes,  assim  como  os  perfis  de  resistência/susceptibilidade  às  doenças 

infecciosas  e,  dentre estas, a  doença periodontal) não podem ser  atribuídas a um 

único gene ou a um fator ambiental isoladamente. Essas doenças são determinadas 

por um grande número de  interações gene­ambiente e gene­gene, sendo por  isso, 

chamadas  de  multifatoriais  ou  complexas  (Nardi,  2004).  As  doenças  complexas 

diferem das doenças mendelianas em  inúmeros e  importantes aspectos. Talvez, o 

mais  importante  destes  seja  o  fato  de  não  seguirem  o  padrão  Mendeliano  de 

distribuição e  transmissão  familiar. Nas doenças complexas,  os  fatores  ambientais 

são  etiologicamente  necessários  para  o  seu  estabelecimento,  assim  como  a 

participação e interação de alelos em múltiplos loci diferentes. É por esta razão que 

essas  doenças  são  também  denominadas  doenças  poligênicas.  Ao  contrário  das 

raras  e  bem  definidas  mutações  responsáveis  pelas  doenças  genéticas  ditas 

“simples”  ou  de  base  monogênica”,  as  variantes  alélicas  importantes  para  o
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desenvolvimento  das  doenças  complexas,  são  bastantes  comuns  na  população, 

com prevalência acima de 1% (Kinane et al., 2005). 

No  estudo  da  influência  do  paradigma  genético  no  desenvolvimento  da 

doença  periodontal,  três estratégias  foram utilizadas. A  primeira  abordagem busca 

associar  doença  periodontal  com  marcadores  determinados  geneticamente  tais 

como grupos sanguíneos ou HLA. A segunda abordagem utiliza como estratégia a 

observação de gêmeos, e a terceira, mais recente, investiga o papel do polimorfismo 

em diferentes genes candidatos (Kinane et al., 2005). 

Dentre os diversos fatores genéticos que têm sido investigados como fatores 

de  risco  à  doença  periodontal,  destacam­se  genes  polimórficos  associados  à 

resposta  imunológica  celular  e  humoral,  em  particular  os  genes  que  codificam 

algumas  citocinas  inflamatórias  (Kinane  e  Hart,  2003;  Kinane  et  al.,  2005).  Neste 

contexto, o TNF­α, em especial o polimorfismo ­308 G/A é alvo de grande interesse 

em inúmeros estudos. 

1.5.1. Polimorfismos Genéticos Associados à Doença Periodontal 

O  polimorfismo  genético  é  uma  característica  na  qual  um  determinado  gene 

pode exibir, em uma dada população, variações na sua seqüência de nucleotídeos 

dentro de um limite considerado “biologicamente normal”, ou seja, com freqüências 

superiores a 1%. Deve­se lembrar que, diferentemente do polimorfismo, a presença 

de mutação na seqüência de um determinado gene, caracteriza­se por sua raridade, 

devendo sua freqüência em uma determinada população ser menor que 1% (Nardi, 

2004). 

As observações de que o polimorfismo genético pode estar associado ou ser 

responsável  funcionalmente  pelas  aparentes  diferenças  entre  indivíduos  nos 

aspectos qualitativo e quantitativo da resposta imune à agressão microbiana resultou
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em  grande  interesse  na  identificação  de  polimorfismos  genéticos  potencialmente 

importantes  nas  periodontites  (McDevitt  et  al.,  2000;  Walker  et  al.,  2000).  Essas 

variações  genéticas  podem  resultar  em  maior  suscetibilidade  ou  resistência  para 

doenças  inflamatórias  crônicas,  tais  como  osteoporose,  desordens 

temporomandibulares, neoplasias, doenças auto­imunes, e as doenças periodontais 

(Bailly et al.,1993). 

Polimorfismos  em  um  único  nucleotídeo,  denominados  SNPs,  em  genes 

codificadores da IL­1­α (­889), lL­1­β (­511) (Kornman et al., 1997; Gonçalves et al., 

2006), Fcγ RIIa e Fcγ RIIIb (Kobayashi et al.,1997,2000, 2001; De Souza e Colombo, 

2006),  receptor da IL­1,  IL­2,  IL­6 (­174),  IL­10,  IL­12, TLR4 (­299,­399) (D’Aiuto et 

al.,  2004b)  e  TNF­α (­238)  (D’Alfonso  &  Richiardi  ,1994),  (­308)  (Kornman  et  al., 

1997; Price et al., 1999a; Shapira et al., 2001; Trevilatto et al., 2002; Craandijk et al., 

2002;  Fassmann  et  al.,  2003;  D’Aiuto  et  al.,  2004b)  têm  sido  investigados  como 

possíveis  marcadores  genéticos  específicos  e/ou  fatores  de  risco  associados  à 

suscetibilidade para as doenças periodontais . 

1.5.2. Polimorfismos Genéticos do TNF­α 

Em  1992,  Wilson  e  colaboradores  descreveram  a  presença  de  um 

polimorfismo  genético  na  posição  ­308  do  promotor  do  gene  do  TNF­α.  Este 

polimorfismo é representado pela troca da base guanina (G) por adenina (A) e cria 

dois alelos distintos. O alelo  ­308A  tem sido associado com uma alta atividade na 

região promotora do gene, aumento na transcrição e produção de TNF­α (Pociot et 

al., 1992 ; Wilson et al., 1994 ; Braun et al., 1996 ; Wilson et al., 1997 ; Louis et al., 

1998 ; Abraham e Kroeger, 1999).
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Wilson  e  colaboradores  (1997)  relataram  que  o  polimorfismo  do  TNF­α (­ 

308G/A) está associado com um aumento  in vitro de 8 vezes na  taxa de ativação 

transcricional e que o genótipo A/A está associado a uma maior expressão gênica e 

a uma produção elevada da proteína. 

Recentemente,  novos  SNPs  para  o  TNF­α  (­1031,  ­863,  ­857)  e  variantes, 

foram  observados  em  relativamente  grande  proporção  de  japoneses.  Algumas 

variantes de alelos para esses SNPs parecem também estar relacionadas com altas 

concentrações de TNF­α (Higuchi  et al., 1998). 

Polimorfismos genéticos no gene do TNF­α têm sido associados com várias 

infecções e doenças inflamatórias não­relacionadas, incluindo malária cerebral grave 

(Wilson et al., 1994),  leishmaniose mucocutânea (Cabrera et al., 1995), septicemia 

meningogócica (Nadel et al,. 1996), e diversas desordens auto­imunes (por exemplo, 

artrite reumatóide, lúpus eritematoso sistêmico, doença de Crohn e estomatite aftosa 

recorrente)  (Gonzalez et al. 2003; Rodriguez­Carreon et al., 2005; Lee et al., 2006; 

Guimarães et al.,  2007). 

Por analogia às situações clínicas acima mencionadas, seguindo esta mesma 

linha  de  investigação,  diferentes  pesquisadores  investigaram  a  presença  do 

polimorfismo  do  TNF­α  (­308  G/A)  em  pacientes  com  diferentes  condições 

periodontais (Kornman et al., 1997; Galbraith et al., 1998;  Kinane et al., 1999; Endo 

et al., 2001; Shapira et al.,  2001; Craandijk et al., 2002; Qian et al., 2002; Trevilatto 

et al., 2002; Fassmann et al.,  2003; Lin et al., 2003; Soga et al., 2003; Folwaczny  et 

al.,  2004; Brett et al.,  2005; Donati et al.,  2005; Babel et al., 2006; Sakellari et al., 

2006).  Apenas  um  destes  estudos,  realizado  na  China,  demonstrou  que  esse 

polimorfismo, em particular o alelo A parece estar fortemente associado a uma maior 

susceptibilidade à doença periodontal (Lin et al., 2003). Um fato intrigante foi que um 

segundo  estudo,  avaliando  também  a  população chinesa,  identificou  justamente  o
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genótipo GG, o mais prevalente (cerca de 80%) em diferentes populações, como o 

genótipo  associado  à  maior  susceptibilidade  à  doença  periodontal  (Qian  et  al., 

2002). É possível que este efeito tenha sido decorrente da baixa freqüência do alelo 

A em populações orientais (Endo et al., 2001; Soga et al., 2003). 

A  freqüência  alélica  de  genes  polimórficos  parece  variar  bastante  entre 

diferentes grupos étnicos (Kornman et al., 1997; van der Pol e van de Winkel, 1998; 

Kinane  e  Hart,  2003),  logo  a  aplicação  de  tais  marcadores  genéticos  como 

ferramenta  de  diagnóstico  e  prognóstico  das  periodontites  deve  ser  avaliada  em 

diferentes populações. Assim, estudos de associação entre polimorfismos do TNF­α 

e doença periodontal em  indivíduos brasileiros poderão contribuir para uma melhor 

compreensão  da  etiopatogenia  e  auxiliar  no  estabelecimento  do  diagnóstico  e 

prognóstico destas doenças na nossa população.
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2. PROPOSIÇÃO 

O presente trabalho teve como objetivos: 

1.  Determinar a prevalência do polimorfismo genético do TNF­α (­308 G/A) em 

pacientes com diferentes formas de periodontite. 

2.  Correlacionar as diferentes combinações de genótipos do TNF­α  (­308 G/A) 

com os parâmetros clínicos periodontais.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3. 1. Seleção de Pacientes: 

Indivíduos  que  buscavam  atendimento  odontológico  no  Departamento  de 

Clínica Odontológica da Faculdade de Odontologia da UFRJ no período de março de 

2005 a agosto de 2006 foram convidados a participar da pesquisa. Cento e sessenta 

e  três  (n  =  163)  pacientes  que  preencheram  todos  os  critérios  de  inclusão  e 

aceitaram  fazer  parte  do  estudo  foram  selecionados.  Todos  os  participantes 

receberam informações por escrito e assinaram o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (Anexo I), segundo a resolução 196/96 do Conselho Nacional de Saúde/ 

Ministério  da  Saúde  (CNS/MS).  O  presente  estudo  foi  submetido  à  apreciação  do 

Comitê  de  Ética  em  Pesquisa  (CEP)  do  Hospital  Universitário  Clementino  Fraga 

Filho (HUCFF) da UFRJ e aprovado sob o número 201/05 (Anexo II). 

Os critérios para seleção dos indivíduos foram: 

CRITÉRIOS DE INCLUSÃO: 

­  Indivíduos na faixa etária de 18 ­ 75 anos; 

­  Presença de pelo menos 10 dentes naturais; 

­  Concordância em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido. 

CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO: 

­  Grávidas e lactantes; 

­  Indivíduos  que  fizeram  uso  de  antiinflamatórios  e/ou  antimicrobianos 

nos  últimos  seis  meses  previamente  à  data  do  exame  inicial 

periodontal;
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­  Indivíduos  com  condições  sistêmicas  tais  como:  Diabetes,  Infecção 

pelo HIV/AIDS, e outras condições de imunossupressão que poderiam 

afetar a condição periodontal; 

­  Indivíduos  que  realizaram  tratamento  periodontal  nos  últimos  seis 

meses antes do início do estudo. 

Além do questionário médico e odontológico (Ficha de Anamnese ­ Anexo III), 

foram  registrados  os  dados  demográficos  de  cada  paciente,  incluindo  a  raça,  a 

idade, o sexo e o tabagismo. 

Em  relação  à  raça,  os  pacientes  foram  definidos  (por  auto­relato)  como: 

Brancos, Negros ou Outros. A história de tabagismo também foi registrada, e todos 

os  indivíduos  foram  classificados como:  nunca­fumantes, ex­fumantes e  fumantes. 

Ex­fumantes foram definidos como aqueles que pararam de fumar nos últimos dois 

anos. 

3.2. Avaliação Clínica Periodontal: 

A  avaliação  periodontal  foi  realizada  por  uma  periodontista  previamente 

treinada e consistiu na mensuração da profundidade de bolsa à sondagem (PBS) e 

nível clínico de inserção (NCI) em milímetros, presença ou ausência de sangramento 

à sondagem (SAG), biofilme supragengival (BS) e de supuração (SUP) (Anexo IV). 

Essas medidas  foram  realizadas em seis sítios de cada dente, sendo três na  face 

vestibular  (mésio­vestibular,  vestibular,  e disto­vestibular) e  três  na  face  lingual  ou 

palatina  (mésio­lingual,  lingual,  e  disto­lingual),  em  todos  os  dentes  excluindo  os 

terceiros molares. O instrumental utilizado para o exame periodontal foi um espelho 

bucal  plano  número  cinco  (Duflex­SSWhite R )  e  uma  sonda  periodontal  manual 

milimetrada, da Carolina do Norte (Hu­Friedy, Chicago, IL, EUA), com marcações a
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cada  milímetro  totalizando  15  mm,  e  apresentando  0,35  mm  de  diâmetro.  Cabe 

ressaltar que foi realizada a calibração da examinadora previamente à execução das 

medições clínicas periodontais (Ver em Análise Estatística). Radiografias periapicais 

completas também foram realizadas para todos os pacientes. 

Após  o  exame  clínico  e  radiográfico,  os  indivíduos  selecionados  foram 

categorizados  em  três  grupos: Grupo  controle ou  com saúde  periodontal  (SP;  n  = 

51), Grupo com periodontite crônica (PC; n = 74) e Grupo com periodontite agressiva 

generalizada (PAG; n = 38). O grupo SP  incluiu  indivíduos com PBS e/ou NCI < 4 

mm,  e  que  não  apresentavam  mais  de  10%  dos  sítios  com  SAS.  O  Grupo  PC 

apresentava pelo menos 10% dos dentes com PBS e/ou NCI ≥ 5 mm, ou pelo menos 

15%  dos  dentes  com  PBS  e/ou  NCI  ≥  4  mm.  Indivíduos  no  Grupo  PAG 

apresentavam pelo menos 30% dos dentes com PBS e/ou NCI ≥ 5 mm, ou 60% dos 

dentes com PBS e/ou NCI ≥ 4 mm. Os pacientes do Grupo PAG se encontravam na 

faixa etária entre 30­39 anos. 

Após  o  final  da  consulta  odontológica  e  da  coleta  dos  dados,  os  pacientes 

receberam orientação sobre  higiene oral  e  informação sobre sua condição clínica. 

Em  casos  onde  houve  a  detecção  de  necessidade  de  tratamento  odontológico 

clínico,  os  pacientes  foram  encaminhados  para  tratamento  na  Faculdade  de 

Odontologia da UFRJ. 

3.3 Análise Genética 

3.3.1. Coleta da Amostra de Saliva e Extração de DNA Humano: 

A  fonte de DNA humano utilizada para a análise genética deste estudo  foi a 

saliva  (Lench  et  al.,1988;    Laine  et  al.,  2000).  Este  método  apresenta  várias 

vantagens sobre a coleta de sangue periférico, tais como a fácil execução, o aspecto
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não­invasivo  e  a  obtenção  de  grandes  quantidades  de DNA  humano  (Trevilatto  e 

Line,  2000).  Os  participantes  permaneceram  sem  escovar  os  dentes  ou  ingerir 

alimentos 30 minutos antes da coleta das amostras.  Em seguida, bochecharam com 

uma solução salina a 0,9% por 60 segundos e o material foi coletado em recipientes 

plásticos  estéreis.  O DNA  genômico  foi  extraído  das  amostras  através  do  QIAmp 

DNA  MIni  Kit  (QIAGEN,  Valencia,CA,USA),  de  acordo  com  as  instruções  do 

fabricante. Os sobrenadantes contendo DNA foram coletados e estocados a ­20 o C. 

3.3.2. Amplificação do Gene do TNF­α (­308 G/A) pela Técnica da PCR: 

Para  a  análise  genética,  a  reação  em  cadeia  da  polimerase  (PCR)  foi 

realizada em uma reação com volume de 50μl, contendo aproximadamente 100 ng 

de DNA genômico, 5μl de solução tampão de PCR (100 mM Tris HCL, pH 8,3, 500 

mM  KCl)  (Promega®,  Maddison,  WI,  USA),  1,5  mM  de  MgCl2,  0,2  mM  de  cada 

deoxinucleotídeo (dNTP), 1,25 unidades de Taq polimerase (Promega®), 0,2 pM  de 

cada primer de oligonucleotídeo [TNF­α (­308 G/A)] (Bio­Synthesis®.Inc,TX, USA) e 

água bidestilada estéril (Figura 9). 

As  seqüências  dos  primers  para  amplificação  do  gene  do  TNF­α  foram 

previamente descritas por Wilson et al. (1992): sense 5’ – AGG CAA TAG GTT TTG 

AGG GCC AT – 3’ e antisense 5’ – TCC TCC CTG CTC CGA TTC CG ­ 3’. 

A amplificação foi realizada num Termociclador (Primus 25/96, MWG­Biotech­ 

INC®,  High  Point,  NC,  EUA)  e  incluiu  uma  desnaturação  inicial  de  95°C  por  10 

minutos, seguida de 38 ciclos de desnaturação (94°C por 1 min), anelamento (57 °C 

por  1  min),  e  alongamento  (72°C  por  1 min).  A  amplificação  dessa  seqüência  do 

gene  TNF­α  resultou  em  um  amplicon  de  107  pb  (Figura  9).  Os  produtos 

amplificados  foram  detectados  por  eletroforese  em  gel  de  agarose  a  2%, corados
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com 0,2 µg/ml de brometo de etídio, e em seguida visualizados em transiluminador 

ultravioleta (Syngene, Synoptics, Uniscience do Brasil, SP,BR). 

Figura 9. Esquema  ilustrativo representando a seqüência: 1­ coleta da amostra de 

saliva;  2­  extração  do  DNA  genômico;  3­  amplificação  do  gene  do  TNF­α  pela 

técnica da PCR, e a subseqüente 4­ visualização dos fragmentos de 107 pb em gel 

de agarose a 2%. 

3.3.3. Determinação do Genótipo do TNF­α (­308G/A): 

Os  produtos  amplificados  foram  digeridos  com  a  enzima  de  restrição  NcoI 

(Promega®),  a 37 O C por um mínimo de 20  horas. Os  fragmentos  digeridos  foram 

separados por  eletroforese  em gel  de  agarose a  2,5%, corados com 0,2 µg/ml  de 

brometo  de  etídeo  e  visualizados  através  de  um  transiluminador  ultravioleta. 

Indivíduos  homozigotos  para  o  alelo  G,  o  qual  é  digerido  pela  NcoI,  exibiam  os 

fragmentos de 87 e 20 pb. No caso dos indivíduos homozigotos para o alelo A, que 

não é digerido pela enzima, somente o produto total de 107 pb estava presente. Os 

indivíduos heterozigotos exibiam os 3 fragmentos: 107, 87 e 20 pb (Figura 10) (Soga 

et al., 2003). 

Isolamento do DNA genômico a partir da saliva e amplificação pela Técnica da PCR 

3. PCR 

2. DNA 
GENÔMICO 

100 pb 

1. SALIVA 

107pb 

4. Gel de agarose a 2%
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose a 2,5% do gene TNF­α (­308). Coluna 1: 

Ladder  100   pb; Colunas 2,3 e  5:  Indivíduos  homozigoto GG  (87/20pb); Coluna  6: 

indivíduo heterozigoto AG  (107/87/20pb); Colunas  4  e 7:  Indivíduo homozigoto AA 

(107 pb) 

3.4.  Análise estatística 

Todos os testes estatísticos empregados no presente estudo foram realizados 

utilizando­se  o  programa  estatístico  Statistical  Package  for  the  Social  Sciences 

(SPSS  Inc ® .  Chicago,  IL,  USA),  versão  13.0.  Na  calibragem  da  examinadora,  a 

reprodutibilidade  das  mensurações  das  variáveis  NCI  e  PBS  realizadas  em  um 

subgrupo de pacientes foi analisada através do coeficiente de correlação intra­classe 

(Hill  et  al.,  2006). A análise  das medidas  repetidas demonstrou uma concordância 

3 

2,4,5 

6

3 

3 5 1 6 7 

100 bp 

Ladder 
( bp) 

107 bp 107 bp 

4 

1500 bp 

500 bp 

2



51 

intra­examinador maior que 70% (coeficiente de correlação  intra­classe para NCI = 

0,72, e para PBS = 0,74). 

Todos os parâmetros clínicos, epidemiológicos e genéticos foram computados 

em cada  sítio  e/ou  indivíduos. Foram calculadas  a média de  idade  e a  freqüência 

das  diferentes  categorias  de  raça,  sexo  e  tabagismo  em  cada  grupo  estudado. A 

freqüência  de  sítios  com SAG,  BS  e  SUP,  assim  como  as médias  da  PBS  e NCI 

foram  calculadas  para  cada  paciente,  e  posteriormente  em  cada  um  dos  grupos 

clínicos. Os parâmetros PBS e NCI foram categorizados em níveis rasos (0 – 4 mm), 

médios (5 – 6 mm) e profundos (> 6 mm), e a média de suas freqüências calculada 

em  cada  grupo.  A  freqüência  dos  diferentes  alelos  e  genótipos  para  o  TNF­α  foi 

computada  em  cada  grupo.  Diferenças  significativas  nos  parâmetros  clínicos  e 

epidemiológicos  entre  os  grupos  foram  analisadas  através  dos  testes  de  Kruskal­ 

Wallis e Qui­Quadrado. O teste de Mann­Whitney foi utilizado para avaliar diferenças 

significantes  entre  pares  de  grupos.  A  distribuição  da  freqüência  dos  alelos  e 

genótipos do TNF­α – 308(G/A) foi examinada entre os grupos pelos testes do Qui­ 

Quadrado e o  teste exato de Fischer. Em seguida,  foram determinados a razão de 

chance  (OR)  e  o  intervalo  de  confiança  de  95%.  Com  o  objetivo  de  ajustar  a 

diferenças  nos  parâmetros  clínicos  e  genéticos  em  relação  à  idade  e  à  raça,  os 

dados foram estratificados para essas 2 categorias e analisados através dos testes 

de Kruskal­Wallis  e Qui­Quadrado. Quaisquer  diferenças com  valores  de p  <  0,05 

foram consideradas estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS 

4.1. Dados Demográficos e Clínicos 

Os dados demográficos dos três grupos clínicos estão sumarizados na tabela 

1. Pacientes dos grupos SP e PAG eram significativamente mais  jovens do que os 

indivíduos  do  grupo PC  (p  <  0,01;  testes  de  Kruskal­Wallis  e Mann­Whitney).  Em 

relação  à  etnia,  foi  observada  uma  maior  percentagem  de  indivíduos  Brancos  no 

grupo SP (81%), enquanto os grupos PC e PAG apresentaram uma maior proporção 

de negros (22% e 14%, respectivamente) e indivíduos de origem racial mista (19% e 

50%,  respectivamente)  (p  =  0,  002;  Teste  do Qui­Quadrado).  Em  geral,  a maioria 

dos pacientes era composta por  indivíduos que nunca  fumaram (78,5%) (dado não 

mostrado). Entretanto, uma alta freqüência de indivíduos fumantes e ex­fumantes foi 

detectada no grupo com periodontite crônica (p < 0, 001; Teste do Qui­Quadrado).
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Tabela  1.  Dados  demográficos  (média ± DP)  de  uma  amostra  de  indivíduos  da 

população  brasileira  com  Saúde  Periodontal  (SP),  Periodontite  Crônica  (PC)  e 

Periodontite Agressiva Generalizada (PAG). 

Parâmetros 
SP 

(N = 51) 

PC 

(N = 74) 

PAG 

(N  = 38) 

Idade * ‡  30 ± 10  48 ± 12  31 ± 6 

Homens (%)  31  41  18 

Raça (%) † 

Brancos 

Negros 

Outros 

81 

8 

11 

59 

22 

19 

36 

14 

50 

Fumo (%) † 

Não­fumantes 

Ex­fumantes 

Fumantes 

88 

8 

4 

61 

27 

12 

100 

0 

0 

* Referente ao p < 0,01; testes de Kruskal­Wallis e ‡ Mann­Whitney; †  referente ao p 

< 0,01; teste do χ 2 . 

A  Tabela  2  apresenta  os  parâmetros  clínicos  periodontais  da  população  de 

estudo. Diferenças estatisticamente significantes entre os grupos foram observadas 

para  todos  os  parâmetros  (p  <  0,01;  teste  de  Kruskal­Wallis).  Quando  pares  de 

grupos  foram  comparados,  não  foram encontradas  diferenças  significantes  para  o 

número de  dentes perdidos, SAS, BS, SUP e NIC  >  6 mm entre os  grupos PC e
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PAG  (p >  0,05;  teste de Mann­Whitney). Com o  objetivo  de controlar  as variáveis 

fumo  e  raça,  foram  realizadas  comparações  entre  os  grupos  para  os  parâmetros 

clínicos  somente  em  indivíduos  não­fumantes  e  Brancos.  Mesmo  assim,  as 

diferenças entre os grupos permaneceram estatisticamente significativas para todos 

os parâmetros clínicos (p < 0, 001; teste de Kruskal­Wallis; dados não mostrados).
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Tabela  2.  Parâmetros  clínicos  periodontais  (média ± DP)  de  uma  amostra  de 

indivíduos da população brasileira com Saúde Periodontal (SP), Periodontite Crônica 

(PC) e Periodontite Agressiva Generalizada (PAG). 

Parâmetros 

SP 

(N = 51) 

PC 

(N = 74) 

PAG 

(N  = 38) 
N. de dentes perdidos * †  2,3 ± 3,6  5,5 ± 4,8  4,4 ± 4,7 

PBS (mm) * † ‡  1,7 ± 0,3  2,7 ± 0,9  3,3 ± 0,9 

NCI (mm) * †  1,8 ± 0,3  3,6 ± 1,5  3,8 ± 1,1 

% sitíos com: 

SAS * †  4,3 ± 4,3  41,2 ± 26,6  48,6 ± 28,4 

BS * †  13,4 ± 16  46,3 ± 30  37,4 ± 29 

SUP * †  0  0,6 ± 1,6  2,3 ± 4,9 

PBS ≤ 4mm * † ‡  100  88 ± 16  75 ± 20,3 

PBS 5­6mm * † ‡  0  8,5 ± 9,4  19 ± 14 

PBS > 6mm * † ‡  0  3,5 ± 8,5  6 ± 8,5 

NCI ≤ 4mm * † ‡  100  73 ± 27  66 ± 24 

NCI 5­6mm * † ‡  0  16 ± 15  24 ± 14 

NCI > 6mm * †  0  11 ± 17  10 ± 14 

* Referente ao p  < 0,01;  teste  de Kruskal­Wallis;  †  referente  ao  p < 0,01;  teste  de 

Mann­Whitney entre SP e PC, ou SP e PAG); ‡ referente ao p < 0,01; teste de Mann­ 

Whitney entre PC e PAG; PBS = profundidade de bolsa à sondagem; NCI = nível 

clínico de  inserção; SAS= sangramento à sondagem; BS = biofilme supragengival; 

SUP = supuração.
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4.2. Freqüência dos Alelos e Genótipos do TNF­α (­308G/A) 

A  distribuição  dos  alelos  do  TNF­α  (­308G/A)  entre  os  três  grupos  clínicos 

está  apresentada  na  Tabela  3.  Não  foi  encontrada  diferença  significativa  entre  a 

distribuição  observada  e  esperada  para  os  genótipos  do  grupo  controle.  Logo, 

considerou­se que a distribuição dos alelos estava em equilíbrio de Hardy­Weinberg 

(Deng  et  al.,  2001).  Uma  alta  prevalência  do  alelo  G  foi  observada  em  todos  os 

grupos (SP = 72,5%, PC = 81%, PAG = 81,6%). Da mesma forma, a freqüência dos 

indivíduos que carreavam pelo menos uma cópia do alelo ­308G foi maior do que a 

dos  indivíduos  que  carreavam  o  alelo  ­308A.  Entretanto,  não  foram  encontradas 

diferenças significantes na distribuição desses alelos entre os grupos (χ 2 = 2,610, p 

> 0,05 para  freqüência dos alelos; χ 2  = 1,01, p = 0,604 para  indivíduos G+ e χ 2  = 

2,12,  p  =  0,345  para  indivíduos  A+).  Quando  indivíduos  do  grupo  controle  foram 

comparados  com  os  pacientes  dos  grupos  PC  e  PAG  separadamente,  não  foram 

observadas diferenças significativas para a freqüência dos alelos (SP vs. PC – OR = 

0,616, 95 % IC = 0,34­1,12; SP vs. PAG – OR = 0,596, 95 % IC = 0,29­1,23). Além 

disso, não houve diferenças significantes na distribuição dos alelos quando somente 

indivíduos  não­fumantes  e  brancos  foram  incluídos  nas  análises  (dados  não 

apresentados).
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Tabela  3.  Freqüência  dos  alelos  do  polimorfismo genético  do  TNF­α ­308G/A  em 

uma  amostra  de  indivíduos  da  população  brasileira  com  Saúde  Periodontal  (SP), 

Periodontite Crônica (PC) e Periodontite Agressiva Generalizada (PAG). 

SP  PC  PAG  SP vs. PC ‡‡  SP vs. PAG ‡‡ 

N = 51  N = 74  N = 38  OR (95%IC)  OR (95%IC) 
Freqüência 
alélica * ‡ 

TNF­α ­308G  72,5 %  81 %  81,6 % 

TNF­α ­308A  27,5 %  19 %  18,4 %  0,616 (0,34–1,12)  0,596 (0,29­1,23) 

Positividade 
para o alelo † 

G+ **  88,4 %  92,3 %  94,4 %  1,5 (0,43­5,82)  4,5 (0,40­12,3) 

A+ ††  44,2 %  31 %  33,3 %  0,59 (0,25­1,25)  0,69 (0,25­1,58) 

* Esses valores representam a % em que os alelos aparecem do total de vezes (2n) 

que eles podem ocorrer (SP = 102; PC = 148; PAG = 76); ‡ χ 2 = 2,610, p > 0,05; † 

Porcentagem de indivíduos que carreiam pelo menos uma cópia de cada alelo; ** χ 2 

=  1,01,  p  =  0,604;  †† χ 2  =  2,12,  p  =  0,345;  ‡‡  Sem  significância  (teste  exato  de 

Fisher). 

As freqüências dos genótipos G/G, G/A e A/A do TNF­α estão demonstradas 

na  Figura  11.  A  distribuição  dos  3  genótipos  foi  similar  entre  os  pacientes 

pertencentes  aos  grupos  PS,  PC,  PAG,  e  não  foram  observadas  diferenças 

significativas entre os mesmos (χ 2 = 2, 547, p = 0, 636).
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Figura 11. Gráfico de barras da distribuição da freqüência dos genótipos do TNF­α 

­308G/A  em  indivíduos  com Saúde  Periodontal  (SP), Periodontite  Crônica  (PC),  e 

Periodontite  Agressiva  Generalizada  (PAG)  selecionados  de  uma  população 

brasileira. As barras representam a % de indivíduos com um genótipo específico em 

cada grupo. As cores representam os diferentes genótipos. Não  foram observadas 

diferenças significantes entre os grupos (χ 2 = 2,547, p = 0,636).
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5. DISCUSSÃO 

As  doenças  periodontais  são  doenças  infecto­inflamatórias,  de  natureza 

polimicrobiana e multifatorial (Page e Kornman, 1997; Socransky e Haffajee, 2005). 

Embora o agente etiológico primário para a  iniciação da doença periodontal seja o 

biofilme  patogênico,  recentes  evidências  indicam  que  os  fatores  genéticos  são 

também  importantes  determinantes  para  a  sua  susceptibilidade  e  progressão 

(Kinane e Hart, 2003; Kinane et al., 2005; Loos et al., 2005; Takashiba e Nairushi, 

2006).  Assim,  as  doenças  periodontais  fazem  parte  de  um  grupo  de  doenças 

“complexas”  que,  além  de  estarem  relacionadas  a  fatores  de  risco  ambientais  e 

comportamentais,  também  possuem  um  caráter  poligênico  (Tabor  et  al.,  2002; 

Kinane  et  al.,  2005).  Contudo,  ainda  não  foram  identificados  quais  os  genes  que 

poderiam estar envolvidos nos processos fisiopatológicos destas doenças (Tabor et 

al., 2002). Na busca de possíveis marcadores genéticos para a doença periodontal, 

os  pesquisadores  vêm  dando,  nos  últimos  anos,  considerável  atenção  aos  genes 

codificadores de citocinas pró­inflamatórias (Kinane et al 2005., Loos, 2005). O TNF­ 

α é um dos mais importantes mediadores envolvidos no processo imuno­inflamatório 

e  é  considerada  uma  citocina  crítica  na  resposta  do  hospedeiro  a  infecções.  A 

procura por alterações genéticas no gene do TNF­α mostrou a existência de vários 

polimorfismos bi­alélicos (Ver revisão por Verweij, 1999). Entre esses polimorfismos, 

o mais estudado ocorre na  região promotora do gene do TNF­α e representa uma 

transição de G para A na posição ­308. O alelo ­308A tem sido associado com uma 

alta atividade na região promotora do gene, aumento na transcrição e produção de 

TNF­α (Pociot et al., 1992; Wilson et al .,1994; Braun et al., 1996; Wilson et al., 1997; 

Louis et al., 1998; Abraham e Kroeger, 1999). Polimorfismos no gene do TNF­α têm 

sido  associados  com  várias  infecções  e  doenças  inflamatórias  não­relacionadas
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(McGuire et al.,  1994; Wilson et al., 1994; Cabrera et al., 1995; Nadel et al., 1996; 

Gonzalez et al., 2003; Rodriguez­Carreon et al., 2005; Lee et al., 2006; Guimarães et 

al.,  2007).  Além  disso,  o  polimorfismo  genético  do  TNF­α  (­308  G/A)  tem  sido 

sugerido  ser  um marcador  genético  em  potencial  para  a  periodontite  (Qian  et  al., 

2002; Lin et al., 2003). Entretanto, a freqüência alélica desse gene polimórfico pode 

variar bastante entre grupos étnicos distintos. Logo, a aplicação desses marcadores 

genéticos  para  uso  como  ferramenta  de  diagnóstico  e  prognóstico  da  periodontite 

deve  ser  examinada  em  diferentes  populações  (Kinane  et  al.,  2005;  Loos  et  al., 

2005). 

No presente estudo, nós investigamos a freqüência dos alelos e genótipos do 

TNF­α  (­308  G/A)  em  uma  amostra  de  brasileiros  com  diferentes  formas  de 

periodontite. Nossos resultados mostraram que a taxa de carreamento do alelo ‘raro’ 

­308A era  levemente maior no grupo controle (27,5%) comparado aos grupos com 

doença  (PC  =  19%  e  PAG  =  18,4%).  No  entanto,  não  foi  encontrada  diferença 

significativa entre os grupos (Tabela 3). A freqüência do alelo ­308A apresentou uma 

ampla  variação  (3  ­  32%)  na  maioria  dos  estudos  conduzidos  em  diferentes 

populações (Kornman et al., 1997; Galbraith et al., 1998, 1999; Kinane et al., 1999; 

Endo  et  al.,  2001; Shapira  et  al.,  2001;  Fassmann  et  al.,  2003;  Folwaczny  et al., 

2004; Donati et al., 2005; Sakellari et al., 2006). Em particular, é interessante notar 

que  a  prevalência  deste  SNP  em  indivíduos  japoneses  (2  ­  3%)  está  bastante 

diminuída (Endo et al., 2001; Soga et al., 2003). 

Em relação aos genótipos do TNF­α (­308 G/A), uma distribuição similar dos 

genótipos G/G, G/A  e  A/A  foi  observada  em  todos  os  grupos  do  presente  estudo 

(Fig.  1).  Usualmente,  o  alelo  ­308A  do  TNF­α  é  considerado  o  marcador  de 

susceptibilidade para a doença devido ao seu efeito supra­regulatório na produção 

desta  citocina.  Por  outro  lado,  Folwaczny  et  al.  (2004)  e  Sakellari  et  al.  (2006) 

reportaram uma baixa freqüência para o genótipo A/A em pacientes periodontais (2 ­
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4%),  enquanto  esse  genótipo  não  foi  detectado  nos  pacientes  com  saúde 

periodontal.  Outros  estudos  não  detectaram  o  genótipo  A/A  em  pacientes  com 

periodontite, nem em indivíduos do grupo controle (Galbraith et al., 1999; Shapira et 

al.,  2001;  Donati  et  al.,  2005).  Ao  contrário  desses  achados,  nossos  dados 

mostraram  que  o  genótipo  A/A  tendeu  a  ser  mais  prevalente  no  grupo  controle 

(11,6%) em relação aos grupos PC (7,7%) e PAG (5,6%), contudo essas diferenças 

não  foram  estatisticamente  significativas.  No  Brasil,  apenas  dois  estudos 

correlacionando  o  polimorfismo  genético  do  TNF­α  com  a  condição  periodontal 

foram  relatados  na  literatura  internacional.  Trevilatto  e  colaboradores  (2002) 

avaliaram  diversos  polimorfismos  genéticos  em  uma  família  de  14  indivíduos  com 

periodontite  agressiva.  Os  autores  observaram  uma  prevalência  de  100%  para  o 

genótipo G/G do TNF­α ­308 nesses indivíduos. Nenhum dos marcadores genéticos 

avaliados  (IL­1α,  IL­1β,  TNF­α,  IL­RN)  foi  relevante  como  indicador  de 

suscetibilidade à  doença  nesta  família. Um outro estudo mais  recente examinou a 

associação entre o polimorfismo TNF­α  (­308G/A) e a perda precoce de  implantes 

dentários (Campos et al., 2004). Estes autores também não encontraram nenhuma 

associação significativa entre esse polimorfismo e o desfecho clínico estudado. 

Apesar dos achados controversos, os nossos resultados estão de acordo com 

a maioria  dos  estudos  reportados na  literatura,  os quais  não conseguiram mostrar 

uma associação entre o polimorfismo do TNF­α (­308 G/A) e a susceptibilidade e/ou 

gravidade  da  doença  periodontal  (Kornman  et  al.,  1997;  Galbraith  et  al.,  1998; 

Kinane et al., 1999; Endo et al., 2001; Shapira et al.,  2001; Craandijk et al., 2002; 

Trevilatto et al., 2002; Fassmann et al.,  2003; Soga et al., 2003; Folwaczny  et al., 

2004; Brett et al., 2005; Donati et al., 2005; Babel et al., 2006; Sakellari et al., 2006). 

Poucos estudos reportaram alguma correlação entre o polimorfismo do gene 

do  TNF­α  (­308  G/A)  e  a  doença  periodontal.  Numa  população  composta  por
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indivíduos caucasianos, Galbraith et al. (1999) encontraram uma alta freqüência do 

genótipo  TNF­α  ­308  G/G  em  indivíduos  com  periodontite  avançada  (95%)  em 

comparação com os pacientes que apresentavam gengivite (65%). Entretanto, esses 

achados  devem  ser  interpretados  com  cautela,  pois  não  foram  observadas 

diferenças  estatisticamente  significativas  na  prevalência  do  genótipo G/G  entre  os 

pacientes periodontais e os controles (75,6%). 

Na  população  chinesa,  Lin  et  al.  (2003)  mostraram  uma  associação 

significativa entre o alelo TNF­α ­308A com periodontite (moderada a avançada). Em 

contrapartida,  Qian  e  cols.  (2002)  encontraram  uma  alta  prevalência  do  genótipo 

G/G nos pacientes com periodontite grave em relação aos controles. 

Embora o polimorfismo genético do TNF­α mais estudado seja a transição de 

G  para  A  no  locus  ­308  da  região  promotora,  outros  SNPs  do  TNF­α  têm  sido 

investigados (Galbraith et al., 1998; Kinane et al., 1999; Endo et al., 2001; Soga et 

al., 2003). Somente Soga et al. (2003) reportaram uma associação significativa entre 

TNF­α ­1031,­863 e ­857 SNPs e periodontite avançada em indivíduos japoneses. 

Os  dados  inconsistentes  reportados  na  literatura  podem  ser  atribuídos  a 

vários  fatores  relacionados  tanto  aos  critérios  de  definição  de  doença,  como  à 

heterogeneidade das populações estudadas (Kinane et al., 2005; Loos et al., 2005). 

Fatores  de  risco  para  a  doença  periodontal  certamente  desempenham  um  papel 

importante  na  patogênese  da  doença  e  devem  ser  sempre  considerados  nesses 

estudos.  Embora,  diferenças  em  relação  à  idade  e  tabagismo  tenham  sido 

observadas entre os  grupos de  indivíduos participantes deste estudo, o padrão de 

distribuição da  freqüência dos alelos e genótipos  não se  alterou  quando  os dados 

foram  analisados  separadamente  em  subgrupos  de  pacientes,  ou  seja,  somente 

indivíduos brancos e não­fumantes (dados não apresentados). 

Em relação à  raça, os  indivíduos do presente estudo  foram solicitados a se 

auto­definirem como brancos, negros ou outras raças. Observamos uma distribuição
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entre  os  grupos  similar  aos  dados  do  censo  demográfico  realizado  em  2003  na 

cidade do Rio de Janeiro, pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE). 

Entretanto, deve­se enfatizar que essa avaliação pode ser bastante subjetiva, pois 

muitas  vezes  ela  se  baseia  na  cor  e  não  no  background  genético  do  indivíduo. 

Segundo Parra et al., (2003), nenhum critério para classificação de raças em nosso 

país  parece  confiável  devido  à  sobreposição  de  genótipos  resultante  da  alta 

miscigenação da população brasileira. Apesar disso, os achados clínicos e genéticos 

foram  similares  quando os  dados  foram analisados somente  para  os participantes 

definidos como  brancos.  Além  da  alta  heterogeneidade  da  população  estudada,  o 

tamanho  da  amostra  foi  pequeno,  logo,  é  necessário  que  se  tenha  cautela  na 

interpretação dos  dados. A  falta de  associação  entre  os  diferentes  genótipos e  as 

condições clínicas pode ser devido ao tamanho pequeno da amostra, em particular 

para  alelos  de  baixa  prevalência.  No  entanto,  nós  observamos  uma  alta  taxa  de 

carreamento  do  alelo  “raro”  ­308A  em  comparação  com  outros  investigadores 

(Shapira et al., 2001; Soga et al., 2003; Folwaczny et al., 2004; Donati et al., 2005; 

Sakellari et al., 2006). 

Outro aspecto importante que pode influenciar os resultados de estudos sobre 

etiopatogenia  da  doença  periodontal  é  a  falta  de  consenso  definitivo  quanto  à 

classificação da doença. Esse viés, de caráter metodológico, também pode contribuir 

para as diferenças encontradas entre os estudos genéticos. É claramente conhecida 

a  existência  da  sobreposição  de  fenótipos  clínicos  entre  as  diferentes  formas  de 

periodontite,  mesmo  sem  levar  em  consideração  os  critérios  de  diagnóstico 

utilizados. Embora em nosso estudo nós tenhamos utilizado critérios bem definidos 

para  se  diferenciar  os  grupos  clínicos,  principalmente  os  grupos  PC  e  PAG,  a 

comparação dos nossos achados com os dados relatados por outros pesquisadores 

é  bastante  difícil,  pois  basicamente  cada  investigador  utiliza  um  sistema  único  e 

distinto de classificação da doença.
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A base genética para as doenças complexas, como a periodontite, pode estar 

relacionada não somente com uma única variante genética, mas pode, talvez, sofrer 

a  influência  de  múltiplas  variantes  em  múltiplos  genes.  Estes  fatores  genéticos 

múltiplos  atuariam  em  conjunto  com  os  fatores  ambientais,  aumentando  ou 

diminuindo a susceptibilidade ao desenvolvimento da doença (Kinane et al., 2005). 

Outra  razão que torna ainda mais complexa a análise dos polimorfismos genéticos 

do  TNF­α  em  associação  à  doença  periodontal,  é o  fato  do gene  do  TNF­α  estar 

localizado na região da classe III do MHC.  Esta região exibe um alto grau de linkage 

disequilibrium com outros polimorfismos em genes próximos, envolvidos na resposta 

inflamatória (Wilson et al., 1993; Price et al., 1999a,b; Ozaki et al., 2002; Waterer e 

Wunderink, 2003). Os genes da Linfotoxina­α (LT­α), Linfotoxina­β (LT­β), HLA A, B, 

C, DR, DP e DQ estão entre esses  principais genes  (Price et al.,  1999a,b). Como 

exemplo, Fassmann et al.  (2003) sugeriram que o genótipo composto do TNF­α  (­ 

308  G/A)  e  LT­α  (+  252  G/A)  pode  influenciar  a  susceptibilidade  à  periodontite 

crônica. Logo, a análise de um polimorfismo genético de nucleotídeo único  parece 

ser  insuficiente  como  ferramenta  de  diagnóstico  e/ou  prognóstico  da  doença 

periodontal. Sendo assim, combinações de diferentes genótipos ou haplótipos para 

possíveis  interações gene­gene e gene­ambiente devem ser avaliadas  futuramente 

nesses estudos. 

A natureza multifatorial das infecções periodontais e a complexidade genética 

envolvida  conferem  um  caráter  de  particular  dificuldade  aos  estudos  de 

etiopatogenia  e  à  busca  de marcadores  biológicos  para  essas  doenças. A  fim  de 

minimizar  essas  dificuldades,  estudos  futuros  devem  considerar  os  aspectos 

metodológicos,  tais  como  o  emprego  de  novas  tecnologias  laboratoriais,  o 

desenvolvimento de critérios universais bem definidos de classificação de doença, a 

composição da população, o tamanho amostral e acompanhamento  longitudinal da 

população alvo para o melhor esclarecimento do papel dos polimorfismos genéticos
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como  fatores  de  risco  e  como  ferramentas  de  diagnóstico/prognóstico  da  doença 

periodontal. 

Dentro  das  limitações metodológicas  do  presente  estudo,  e  de  acordo  com 

outros dados reportados na literatura, o polimorfismo do TNF­α (­308 G/A) não está 

associado com aumento da susceptibilidade e/ou gravidade da doença periodontal 

nesta amostra particular da população brasileira.
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6. CONCLUSÕES 

1.  O alelo ­308G do gene do TNF­α foi o mais prevalente em todos os grupos 

clínicos  estudados,  enquanto  o  alelo  ­308A  mostrou  uma  tendência  a 

predominar em indivíduos do grupo controle. 

2.  Uma  distribuição  similar  na  freqüência  dos  genótipos  G/G,  G/A  e  A/A  foi 

observada  nos  grupos  clínicos.  Não  foi  observada  nenhuma  correlação 

significante  entre  o  polimorfismo  do  TNF­α  (­308  G/A)  com  a  condição 

periodontal nesta população estudada.
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ANEXO I 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO 
FACULDADE DE ODONTOLOGIA 
DEPARTAMENTO DE CLÍNICA ODONTOLÓGICA 

“Determinação  do  polimorfismo  genético  do  fator  de  necrose  tumoral­alpha  (TNF­α)  em 
diferentes formas de periodontite” 

Prezado(a) Senhor(a), 

A pesquisa da qual você está sendo convidado a participar visa  identificar e caracterizar as 
doenças  que  afetam  as  gengivas  e  o  osso  que  suportam  os  dentes  na  boca,  denominadas 
DOENÇAS  PERIODONTAIS.  As  doenças  periodontais  são  infecções  causadas  pelo  acúmulo  de 
bactérias específicas presentes  na placa dental,  localizada abaixo da gengiva,  o que  leva a uma 
inflamação  e  possível  perda  do  dente.  Ela  se  manifesta  pela  inflamação  da  gengiva,  com 
sangramento e  vermelhidão gengival,  presença de  tártaro e placa dental,  dor,  presença ou não de 
pus e mobilidade do dente. Além das bactérias, outros fatores podem favorecer o aparecimento desta 
doença,  como  o  fumo,  stress,  diabetes  e  a  composição  genética  do  paciente.  Alguns  indivíduos 
possuem genes específicos no seu cromossomo que podem aumentar sua chance de desenvolver a 
doença. Por isso, este estudo irá avaliar alguns genes específicos que possam ter alguma influência 
nessas  doenças.  Para  participar  deste  estudo  é  necessário  ter  doença  periodontal  (sangramento, 
vermelhidão e inchaço da gengiva, dente amolecido, dor, presença de tártaro), não estar grávida 
nem  amamentando,  estar  com  boa  saúde  geral,  não  ter  tido  tratamento  para  as  gengivas  ou  ter 
tomado antibióticos nos últimos 6 meses. O protocolo da pesquisa envolve  inicialmente um  exame 
clínico  oral  (exame  da  gengiva  e  dentes  para  avaliar  inflamação  e  presença  de  placa  dental  ou 
tártaro) e radiográfico de todos os dentes. A saliva (que contém grandes quantidades de células da 
bochecha)  será  coletada  num  recipiente  plástico  para  a  identificação  dos  genes  específicos  do 
paciente. Os  indivíduos  selecionados que  aceitarem participar desse estudo  receberão  tratamento 
periodontal gratuito, consistindo de  limpeza dos dentes para remoção da placa dental e  tártaro, e 
controle  da  higiene  oral.  O  estudo  terá  uma  duração  de  6­8  meses  e  envolverá  de  1  visita  de 
aproximadamente  1  hora.  Todos  os  exames  serão  feitos  com  material  estéril  e  equipamento 
odontológico  adequados  na  Clínica  Integrada  da  Faculdade  de  Odontologia  da  UFRJ,  por  alunos 
treinados  sob  supervisão  dos  professores  responsáveis.  Pacientes  que  necessitarem  de  outros 
tratamentos  serão  encaminhados  às  diferentes  especialidades  da Clínica  Integrada  de Graduação. 
Os  procedimentos  deste  estudo  envolvem  exame  clínico  e  coleta  de  saliva  que  são  normalmente 
feitos no consultório dentário e não implicam em nenhum risco ou desconforto ao paciente. A saliva 
coletada  para  este  estudo  somente  será  utilizada  para  esta  pesquisa.Os  participantes  terão  como 
benefício  o  tratamento  odontológico  por  profissionais  especializados,  sem  custos,  assim  como  um 
melhor  conhecimento  do  seu  estado  de  saúde  oral  e  geral.  Os  resultados  deste  estudo  serão 
divulgados  no  meio  científico,  sendo  eles  favoráveis  ou  não  e  você  poderá  requisitá­los  quando 
quiser.  Finalmente,  você  estará  à  vontade  para  desistir  de  participar  desse  estudo,  a  qualquer 
momento, sem prejuízo ao seu tratamento. 

Em  caso  de  dúvidas  e  necessidades,  você  poderá  entrar  em  contato  com:  Dr a .Natascha 
Giovannetti  de  Menezes  na  Faculdade  de  Odontologia  da  UFRJ,  Av.  Brigadeiro  Trompowsky,s/n, 
Cidade Universitária, Rio de Janeiro, ou pelos  telefones 2562­2001 ou 2562­2098­RJ. Se você  tiver 
alguma consideração ou  dúvida entre em contato  com o Comitê de Ética em Pesquisa  (CEP)­sala 
01D­46­  1º  andar,  telefone  2562­2480­Email:  ccp@hucff.ufrj.br.  Portanto,  uma  vez  tendo  lido  e 
entendido tais esclarecimentos, solicitamos que você date e assine esse formulário de consentimento. 
Termo de consentimento 

Declaro  ter  lido  e  entendido  os  termos  da  pesquisa  a  ser  realizada  pela  Faculdade  de 
Odontologia da UFRJ sobre  doença gengival,  variação genética,  dando expressamente o meu  “De 
acordo” com os mesmos, e com reserva do meu direito de desistência, assumo o compromisso de 
minha participação no programa de pesquisa. 

______________________________________________ 
DATA______/______/______ 
Dra.Natascha Giovannetti de Menezes (Pesquisadora responsável) 
_______________________________________________ 

DATA______/______/______ 

Assinatura do paciente



84 

ANEXO II 

APROVAÇÃO DO CEP
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO 
FACULDADE DE ODONTOLOGIA 
DEPARTAMENTO DE CLÍNICA ODONTOLÓGICA 

ANEXO III 
PROJETO DE PESQUISA EM PERIODONTIA ­ FACULDADE DE ODONTOLOGIA 

FICHA DE ANAMNESE 

Nome: ____________________________________________________Data de Nasc:  ___/___/___ 

Endereço: ________________________________________________________________________ 

Telefone:__________________Estado civil:_________________Profissão: _____________________ 

Sua cor ou raça é: (  ) branca    (  ) preta   (  ) amarela   (  ) parda   (  ) indígena 

Questionário Médico 
1.  Nome do seu médico:_____________________________________Telefone:________________ 
2.  Data do último exame médico:_______________________________________________________ 
3.  Você já foi hospitalizado(a)?                                                                                           Sim   Não   NS 
4.  Em caso de resposta positiva, qual o motivo?___________________________________________ 
5.  Você está sob cuidados médicos?                                                                                 Sim   Não   NS 
6.  Em caso de resposta positiva, qual o motivo?____________________________________________ 
7.  Você tem ou já teve alguma das seguintes condições: 
a)  Doenças congênitas do coração?                                                                                   Sim   Não   NS 
b)  Doenças cardíacas (ex.: enfarte, angina, derrame, pressão alta, pressão baixa)?        Sim   Não   NS 
• Respiração difícil quando deitado ou sem fazer esforço?                                              Sim   Não   NS 
• Inchaço nos pés ou nos tornozelos?  Sim   Não   NS 
• Dor, pressão ou mal estar no peito?                                                                              Sim   Não   NS 
c)  Febre reumática?  Sim   Não   NS 
d)  Endocardite bacteriana?                                                                                                  Sim  Não   NS 
e)  Sopro no coração?  Sim   Não   NS 
f)  Desmaios convulsões ou epilepsia?                                                                               Sim   Não   NS 
g)  Dor de cabeça freqüente (2 ou mais     por semana)?  Sim   Não   NS 
h)  Tratamento nervoso?                                                                                                      Sim   Não   NS 
i)  Problemas pulmonares (ex.: tuberculose, asma, enfisema, bronquite)?                        Sim   Não   NS 
j)  Hepatite, doenças hepáticas, icterícia?                                                                          Sim   Não   NS 
k)  Artrite ou dores articulares?  Sim   Não   NS 
l)  Doenças sexualmente transmissíveis (ex.: sífilis, gonorréia, AIDS)?                             Sim   Não   NS 
m)  Diabetes?  Sim   Não   NS 
• Demora na cicatrização dos ferimentos?                                                                        Sim   Não   NS 
• Você urina mais de seis vezes por dia?  Sim   Não   NS 
• Você sente sede a maior parte do tempo?                                                                     Sim   Não   NS 
n)  Problemas  sangüíneos  (ex.:  anemia,  fragilidade  capilar,  coagulação,  sangramento,  hemoptise, 
melena, hematemese, hemotúria, epistaxes)?                                                                    Sim   Não   NS 
o)  Úlceras ou outros problemas estomacais?                                                                     Sim   Não   NS 
p)  Reação  alérgica  a:  anestésicos,  antibióticos  (ex.:  penicilina,  tetraciclina),  sulfa,  analgésicos,  anti­ 
inflamatórios, tranqüilizantes, outros (ex.: alimentos, iodo, poeira)?                                    Sim   Não   NS 
8.  Você já sofreu transfusão sangüínea?  Sim   Não   NS 
9.  Você está tomando algum medicamento (listar nas observações)?                              Sim   Não   NS 
10. Você teve um aumento ou diminuição acentuada do peso?  Sim   Não   NS 
11. Você teve uma variação recente no apetite?                                                                  Sim   Não   NS
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12. Você sofreu tratamento com raios x, rádio ou cobalto?  Sim   Não   NS 
Somente para mulheres 
13. Você está grávida?                                                                                                        Sim   Não   NS 
14. Em caso de resposta positiva, há quantos meses?_______________________________________ 
15. Você já passou pela menopausa?                                                                                 Sim   Não   NS 
16. Você está tomando algum hormônio?  Sim   Não   NS 

Questionário Odontológico 
1.  Nome do seu dentista:_____________________________________Telefone:_________________ 
2.  Freqüência de visitas ao dentista:____________________________________________________ 
3.  Data da última visita ao dentista:____________________________________________________ 
4.  História das extrações: 
a)  Causa provável das extrações:_____________________________________________________ 
b)  Data da última extração:___________ 
c)  Você teve reações adversas durante ou após alguma extração dentária  Sim    Não      NS 
d)  Você teve sangramento excessivo após alguma extração dentária?                         Sim    Não      NS 
5.  Suas gengivas sangram?                                                                                           Sim    Não      NS 
6.  Você já teve algum abscesso periodontal ou GUNA?                                                Sim    Não      NS 
7.  Você já fez algum tratamento periodontal?                                                                Sim    Não      NS 
8.  Em caso de resposta positiva, qual?__________________________________________________ 
9.  Você já teve algum tratamento ortodôntico?                                                              Sim    Não      NS 
10. Em caso de  resposta positiva,  listar data do  tratamento, condição  tratada, e  tempo de duração do 
tratamento:_________________________________________________________________________ 
11. Você já fez algum tratamento de canal?                                                                    Sim    Não  NS 
12. Em caso de resposta positiva, data do tratamento de canal:_________________________________ 
13. Você usa ou já usou alguma prótese dentária?                                                         Sim    Não      NS 
14. Em caso de resposta positiva, citar idade da prótese em uso:____________________________ 
15. História dentária familiar: 
a)  Alguém em sua família tem ou teve doença periodontal?                                           Sim    Não      NS 
b)  Alguém em sua família teve perda precoce dos dentes?  Sim    Não      NS 
c)  Em caso de resposta positiva, listar quem e possíveis causas:____________________________ 
16. Você costuma respirar pela boca?                                                                             Sim  Não      NS 
17. Você range os dentes?                                                                                               Sim    Não      NS 
18. Quantas vezes você escova os dentes por dia?______________________________________ 
19. Alguém já lhe ensinou a escovar os dentes?                                                             Sim    Não      NS 
20. Você usa fio dental?                                                                                                   Sim    Não      NS 
21. Você está usando ou  já usou algum medicamento para  tratar de problemas dentários? Sim    Não 
NS 
22. Em  caso  de  resposta  positiva,  que  medicamento,  quando  usou  e  condição  que  levou  ao 
uso:_______________________________________________________________________________ 
23. Você fuma?  Sim    Não 
24. Em caso de resposta positiva, quantos cigarros por dia?___________________________________ 
25. Caso você seja ex­fumante, há quanto  tempo parou, por quanto  tempo fumou, e quantos cigarros 
costumava fumar?___________________________________________________________________ 
Data _____/_____/_____     ___________________________________________________ 

Assinatura
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ANEXO IV 
PROJETO DE PESQUISA EM PERIODONTIA ­ FACULDADE DE ODONTOLOGIA 

FICHA CLÍNICA PERIODONTAL ­ 
NOME:______________________________________________________________________________DATA:________ 

N .PACIENTE.: _____________  GRUPO:_________  IDADE:________  VISITA:   ____ 
VESTIBULAR 

17  16  15  14  13  12  11  21  22  23  24  25  26  27 
PL 
PBS 
NCI 
SAG 
SUP 

PALATINA 
PL 
PBS 
NCI 
SAG 
SUP 

VESTIBULAR 
37  36  35  34  33  32  31  41  42  43  44  45  46  47 

PL 
PBS 
NCI 
SAG 
SUP 

LINGUAL 
PL 
PBS 
NCI 
SAG 
SUP
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Abstract 

Background and Aim: A single nucleotide polymorphism (SNP) at the position ­308 of the 

tumor necrosis  factor­alpha  (TNF­α) promoter  region  has been shown  to  influence cytokine 

production  and  susceptibility  to  periodontitis.  The  aim  of  this  study  was  to  determine  the 

frequency  of  the  TNF­α  (­308  G/A)  SNP  in  subjects  with  different  periodontal  conditions 

from a Brazilian population. 

Mater ial  and Methods:  One  hundred  and  sixty­three  subjects,  categorized  as  periodontal 

health (PH = 51),  chronic  (CP = 74) and generalized aggressive  (GAgP = 38) periodontitis 

participated in the study. Genomic DNA was obtained from mouthwash samples and TNF­α 

genotyping was performed by PCR and RFLP analysis. Differences in clinical parameters and 

frequency  of  allotypes/genotypes  among  groups  were  sought  by  Kruskal­Wallis,  χ 2  and 

Fisher’s exact tests. 

Results:  The  allele  ­308G was  detected  in  91.7%, whereas  the  ­308A  allele was  found  in 

35.4% of all subjects. No significant differences were observed in the frequency distribution 

of these alleles (χ 2 = 2.610, p > 0.05), and the genotypes G/G, G/A and A/A (χ 2 = 2.547, p = 

0.636) among groups. 

Conclusion: These data  suggest  that  the TNF­α (­308 G/A) polymorphism  is not associated 

with periodontitis in this Brazilian population. 

Key words: TNF­ α; periodontal diseases; genetic polymorphism
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Introduction 

Periodontal  diseases  are  infectious  diseases  caused  by  specific  bacteria  of  the 

subgingival  biofilm  which  elicit  an  inflammatory  response,  leading  to  destruction  of  the 

periodontal attachment apparatus and alveolar bone (1). Although the primary etiologic agent 

in  the  initiation  of  periodontal  diseases  is  the  pathogenic  biofilm,  progression  of  these 

infections is dependent on host­derived, behavioral and environmental  factors (1).  Indeed, a 

significant  amount  of  evidence  has  indicated  that  host  genetic  factors  are  also  important 

determinants of periodontitis susceptibility and progression (2). In particular, polymorphisms 

in genes encoding molecules involved in the host immune and inflammatory responses have 

been targeted as potential genetic markers for periodontitis susceptibility and severity (3 ­ 7). 

TNF­α, a major proinflammatory cytokine, has been found at high  levels  in gingival 

crevicular  fluids and  in  gingival  tissues  from periodontitis  lesions of humans  (8). TNF­α or 

the synergistic action of TNF­α and IL­1 was clearly  identified as a potent  inducer of  tissue 

destruction  and  bone  resorption  in  different  forms  of  periodontal  disease  (9).  Interestingly, 

studies  in  primates  provided  convincing  evidence  that  inhibition  of  TNF­α  and/or  IL­1β 

reduces as much as 51% of connective tissue attachment (10), 80% of the  inflammatory cell 

recruitment and 60% of bone loss (11). 

Data  in  the  literature have  indicated  that  any  genetic  variability  in  the production of 

TNF­α  after  an  infectious  stimulus  may  have  a  significant  impact  on  the  level  of  the 

inflammatory  response  and  thus  on  the  clinical  outcome  (12, 13). The  highly  polymorphic 

TNF locus is located tandemly on the  long arm of chromossome 6 within the MHC class III 

region  (6p21.33).  A  guanine  (G)  to  adenine  (A)  transition  at  position  ­308  of  the  TNF­α 

promoter region is perhaps the best studied cytokine single nucleotide polymorphism (SNP). 

This point mutation affects a consensus sequence for a binding site of the transcription factor 

AP­2 (14). Studies have suggested that carriage of the rare TNF­α ­308 A allele is associated
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with  significantly  greater  TNF­α  production  (14)  and  TNF­α  mRNA  transcription  (13). 

Moreover,  the  A  allele  has  been  associated  with  an  increased  risk  for  various  non­related 

infectious and inflammatory diseases, including severe cerebral malaria (12), mucocutaneous 

leishmaniasis (15), meningococcal sepsis (16),  autoimmune disorders (17), and periodontitis 

(18, 19). However, despite  the biological plausibility of TNF polymorphisms as markers for 

susceptibility  to  periodontal  diseases,  other  investigators  have  failed  to  corroborate  the 

association between these polymorphisms and increased risk  for periodontal diseases (3  ­ 5, 

20 ­ 25). 

It is possible that these results may reflect the complexity and heterogeneity of genetic 

basis of periodontitis and also the effect of different confounders such as environmental and 

behavioral  factors.  Moreover,  the  distribution  and  frequency  of  gene  polymorphisms  may 

vary considerably among populations with distinct racial backgrounds. Hence, data obtained 

from one study may not be properly ascribed to other populations. The purpose of the present 

study  was  to  determine  the  frequency  distribution  of  the  ­308(G/A)  TNF­α  alleles  in 

individuals with different periodontal status from a Brazilian population. 

Mater ial and Methods 

Human Subjects and Clinical Assessments 

One hundred and sixty­three adult subjects who sought dental treatment at the Dental 

School  of  the  Federal  University  of  Rio  de  Janeiro,  Brazil,  were  recruited  for  the  study. 

Informed  consent  was  obtained  from  all  enrolled  individuals.  The  study  protocol  was 

approved  by  the  Review  Committee  for  Human  Subjects  of  the  Clementino  Fraga  Filho 

University  Hospital.  Exclusion  criteria  included  pregnancy,  use  of  local  or  systemic 

antimicrobial agents within 6 months before entry into the study, diabetes, and other systemic
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conditions that could affect the periodontal status. All subjects had at least 10 teeth and were 

over 18 years of age. Clinical measurements were performed at six sites per tooth at all teeth 

excluding  third  molars.  Probing  depth  (PD)  and  clinical  attachment  level  (CAL) 

measurements  were  performed  using  a  conventional  manual  periodontal  probe  (North 

Carolina  Probe,  Hu­Friedy,  Chicago,  IL,  USA).  The  presence  or  absence  of  supragingival 

biofilm  (SB),  bleeding  on  probing  (BOP)  and  suppuration  (SUP)  were  ascertained  in  all 

studied  cases.  In  addition,  for  every  patient,  a  set  of  full  mouth  dental  radiographs  was 

available for analysis. After initial clinical evaluation the subjects were categorized into three 

groups. Group I, periodontally healthy subjects (PH = 51) had no sites with PD and/or CAL > 

3 mm and had no more than 10 % of sites with BOP. Group II, chronic periodontitis patients 

(CP = 74) presented at  least 10% of teeth with PD and/or CAL ≥ 5 mm, or at  least 15% of 

teeth with PD and/or CAL ≥ 4 mm. Group  III, generalized  aggressive periodontitis patients 

(GAgP = 38) showed ≥ 30% of teeth with PD and/or CAL ≥ 5 mm, or ≥ 60% of teeth with PD 

and/or CAL ≥ 4 mm. The  subjects  in  this  group were  in  the 30­39  years  range. Regarding 

ethnic background, patients were defined  (by  self­reporting) as White, African­Brazilian, or 

others. Smoking habits were assessed and all  individuals were classified as smokers, never­ 

smokers  and  former  smokers.  Former  smokers  were  defined  as  subjects  who  had  stopped 

smoking for at least 2 years. 

Isolation of Genomic DNA 

Genomic  DNA  was  isolated  and  purified  from  mouthwash  samples  as  previously 

described (26). Briefly, the subjects were not allowed to clean their teeth or to eat 30 minutes 

before  sampling.  They  rinsed  out  their  mouths  twice  with  10  ml  of  0.9  %  sterile  saline 

solution for 60 seconds. The genomic DNA was isolated from samples by using the QIAmp
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DNA Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA), according to the manufacturer’s instructions. 

Supernatants were collected and stored at ­20 o C. 

Determination of ­308 (G/A) TNF­α Genotypes 

For  the  genetic analysis, PCR was performed in  a 50 μl  reaction  volume containing 

approximately 100 ng of genomic DNA, 5 μl of 10 X PCR buffer (100 mM Tris HCl, pH 8.3, 

500  mM  KCl),1.5  mM  MgCl2,  0.2  mM  of  each  dNTP,  1.25  units  of  Taq  polymerase 

(PROMEGA ® , Madison, WI, USA), and 0.2 pM of each oligonucleotide primer. The primers 

were  synthesized  as  described  by Wilson et  al.  (27)  (Bio­Synthesis ® ,  Inc.,  Lewisville,  TX, 

USA),  and  were:  sense  primer  5’  ­AGG  CAA  TAG  GTT  TTG  AGG  GCC  AT­  3’,  and 

antisense primer 5’ ­TCC TCC CTG CTC CGA TTC CG­ 3’. The PCR program was carried 

out  in  a  Termocycler  (Primus  25/96,  MWG­Biotech­INC ® ,  High  Point,  NC,  EUA),  and 

included one step of 95 o C for 10 min, followed by 38 cycles of denaturing (94 o C for 1min), 

annealing  (57  o C  for 1min)  and  extension  (72  o C for 1min). A 107 bp DNA  fragment was 

expected as the amplified product. The PCR products were analyzed by electrophoresis on a 

2% agarose gel. Subsequently, a 20 μl aliquot of  the PCR product was digested with 5U of 

Nco I (PROMEGA ® ) at 37 o C overnight and the generated DNA fragments were analysed by 

electrophoresis on a 2.5% agarose gel.  Individuals homozygous for  the ­308 G allele should 

present  two fragments of 87 bp and 20 bp, whereas  individuals homozygous for  the ­308 A 

allele should present a fragment of 107 bp. Individuals heterozygous should display the three 

fragments. 

Statistical Analysis 

Statistical  analyses  were  performed  using  the  software  Statistical  Package  for  the 

Social  Sciences  SPSS  (SPSS  Inc ® .  Chicago,  IL,  USA),  release  13.0.  Full­mouth  clinical
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measurements were  computed  for  each  subject  and  then  average across  subjects within  the 

groups. Differences on clinical parameters among groups were  sought using Kruskal­Wallis 

and χ 2 tests. The Mann­Whitney test was utilized to evaluate significant differences between 

pairs of groups. The frequency of distribution of TNF­α alleles and genotypes were compared 

among  groups  using  the  χ 2  and  Fisher’s  exact  tests,  and  odds  ratios  with  95%  confidence 

intervals were determined.  In  order  to  control  for  age  and  race,  the data were  stratified by 

these categories and analyzed by Kruskal­Wallis and χ 2 tests. Any difference of p< 0.05 was 

considered statistically significant. 

Results 

Demographic and Clinical Features 

The demographic and epidemiologic data of the 3 clinical groups are summarized  in 

Table1.  PH  and GAgP  patients  were  significantly  younger  than CP  individuals  (p  <  0.01; 

Kruskal­Wallis and Man­Whitney  tests). Regarding ethnicity, a greater percentage of White 

patients was observed in the PH group (81%), whereas the groups CP and GAgP presented 

a  higher  proportion  of  African  Brazilians  (22%  and  14%,  respectively)  and  individuals  of 

mixed racial background (19% and 50%, respectively) (p = 0.002, χ 2 test). In general, most of 

the patients were non­smokers (78.5%) (data not shown). Nevertheless, a higher frequency 

of current and former smokers with chronic periodontitis was detected (p < 0.001, χ 2 test). 

Table  2  shows  the  full­mouth  clinical  parameters  of  the  subject  population. 

Statistically significant differences among groups were observed for all parameters (p < 0.01; 

Kruskal­Wallis  test). When pairs  of  groups were  compared, no  significant  differences were 

found  for number of missing  teeth, BOP, SB, SUP, and CAL > 6mm between  the CP and 

GAgP  groups  (p  >  0.05;  Mann­Whitney  test).  In  order  to  control  for  smoking  and  race, 

comparisons  of  clinical  parameters  among groups  were  carried  out  only  in  never­smokers
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and  White  individuals.  Even  though,  the  differences  among  groups  were  statistically 

significant for all clinical measurements (p < 0.001; data no shown). 

Frequency of the TNF­α (­308 G/A ) alleles and genotypes 

The allele distributions of the TNF­α (­308G/A) polymorphism among clinical groups 

are shown in Table 3. No differences were found between observed and expected distributions 

of  genotypes  for  the control  group.  Therefore,  the  allele  distribution was  assumed  to be  in 

Hardy­Weinberg equilibrium. A high incidence of allele G was observed in all groups (PH = 

72.5%, CP = 81%, GAgP = 81.6%). Likewise, the frequency of subjects carrying at least one 

copy of the ­308G allele was greater than subjects carrying allele A. However, no significant 

differences in the distribution of these alleles were found among groups (χ 2 = 2.610, p > 0.05 

for allele frequency; χ 2 = 1.01, p = 0.604 for allele G+ individuals and χ 2 = 2.12, p = 0.345 for 

A+ individuals). When the control subjects were compared with the CP or GAgP patients, no 

significant differences between  groups were observed  for  the allele  frequency  (PH vs. CP  ­ 

OR=  0.616,  95  %  CI=  0.34­1.12;  PH  vs.  GAgP  ­  OR=  0.596,  95  %  CI=  0.29­1.23). 

Furthermore, no  significant differences  in  the distribution of  these  alleles were  found when 

only never­smoker and White subjects were included in the analyses (data not shown). 

The frequencies of the TNF­α genotypes are depicted on Figure 1. The distributions of 

the  three  genotypes  were  similar  among  PH,  CP  and  GAgP  patients,  and  no  significant 

differences among groups were observed (χ 2 = 2.547, p = 0.636). 

Discussion 

Periodontal  diseases  are  considered  to  be  complex  diseases.  Among  other  features, 

complex diseases are  typically polygenic (28, 29). Disease modifying genes associated with
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susceptibility  and  severity  of  periodontitis  have  been  proposed.  Nevertheless,  very  little  is 

known about which genes may be involved in these diseases (2). Polymorphisms within the 

TNF­α gene have been suggested as potential genetic risk markers for periodontitis. However, 

the allelic frequency of this polymorphic gene may vary among distinct ethnic groups, so that 

the application of such genetic markers as a tool for diagnosis and prognosis of periodontitis 

should be examined in different populations (2, 29). In the current study, we investigated the 

frequency  of  the  TNF­α  (­308  G/A)  alleles  and  genotypes  in  Brazilians  with  different 

periodontal  conditions. Our  results  showed  that  the  carriage  rate  of  the  “rare”  allele  ­308A 

was slightly higher in the control group (27.5%) compared to the diseased groups (CP = 19% 

and GAgP = 18.4%), but no significant differences among groups were found (Table 3). The 

frequency  of  the  ­308A  allele  varied widely  in  most  of  the  studies  carried  out  in  different 

populations  (range 3% ­ 32%)  (3, 4, 20, 21, 23  – 25, 30  ­ 32).  Interestingly,  this SNP was 

rarely detected (2 – 3%) in Japanese subjects (30, 33). Despite these differences, our findings 

are in agreement with the majority of the literature data that failed to show an association of 

this polymorphism with susceptibility and/or severity of periodontal disease (3 – 5, 20,21,23­ 

25, 30, 31). 

Regarding  the  TNF­α  genotypes,  a  similar  distribution  of  G/G,  G/A  and  A/A 

genotypes was observed among the studied groups as well (Fig. 1). Usually the TNF­α ­308A 

allele is considered to be the marker of disease susceptibility due to the upregulatory effect of 

this allele on the cytokine production. Folwaczny et al. (24) and Sakellari et al. (4) reported 

low  frequencies  for  the  A/A  genotype  in  periodontitis  patients  (2  –  4%),  whereas  this 

genotype was not detected in periodontally healthy subjects. Other studies did not found the 

A/A genotype neither in patients nor controls (21, 25, 33). Conversely, our data indicated that 

the A/A genotype tended to be more prevalent in the control group (11.6%) in relation to the 

CP (7.7%) and GAgP (5.6%) groups, although these differences were not significant.
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Very  few  studies  have  reported  some  correlation  between SNPs of  the  TNF­α  gene 

and  periodontitis.  Among  Caucasians,  Galbraith  et  al.  (32)  found  a  significant  greater 

frequency  of  the  TNF­α  ­308G/G  genotype  in  individuals  with  severe  periodontitis  (95%) 

compared  to  gingivitis  patients  (65%). However,  these  findings  should  be  interpreted with 

caution since no significant differences in the prevalence of the G/G genotype were observed 

between periodontitis patients and  the  reference population  (76%).  In a Chinese population, 

Lin et al.  (18)  reported a  significant association between  the  ­308A allele and moderate­to­ 

advanced periodontitis, whereas Qian at al. (19) found a significantly higher prevalence of the 

genotype  G/G  in  severe  periodontitis  patients  compared  to  controls.  Although  the  most 

extensively studied SNP at the TNF­α locus is the G to A transition at the ­308 position of the 

promoter  region, other SNPs have been  investigated  (20, 30, 31, 33). Only Soga et  al.  (33) 

showed  a  significant  association  between  TNF­α  ­1031,  ­863  and  ­857  SPNs  and  severe 

periodontitis in Japanese individuals. 

The inconsistent results observed in the literature could be attributed to several factors 

related  to  the definition of disease and population heterogeneity (2, 29). Environmental  and 

demographic  confounding  risk  factors  for  periodontitis  certainly  play  a  role  in  the  disease 

pathogenesis and should also be considered. Although differences in age, gender and smoking 

history were observed among the subject groups in the current study, the pattern of frequency 

distribution  of  alleles  and  genotypes  did  not  change  when  the  data  were  independently 

analyzed in subgroups of patients (data not shown). 

Regarding ethnicity, subjects were asked to self­report themselves as White, African­ 

Brazilian,  or  others. We  observed  a  similar  distribution  of  these  groups  to  the  distribution 

reported  in  the  urban  population  of  the  city  of Rio  de  Janeiro  by  the  Brazilian  Institute  of 

Geography  and  Statistics  (34).  However,  no  reliable  criteria  to  define  these  groups  are 

available due to the high racial miscegenation in this population (35). Despite that, the clinical
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and  genetic  findings were  similar when  the  data were  analyzed  only  in  subjects  defined  as 

White.  In  addition  to  the  high  heterogeneous  population,  the  sample  size  in this  study was 

small,  thus  careful  interpretation  of  the  data  is  necessary.  Lack  of  association  between 

different genotypes and clinical status may be due to small sample size, particularly for alleles 

of low prevalence. Nevertheless, we observed a quite elevated carriage rate for the rare allele ­ 

308A compared to other investigations (4, 21, 24, 25, 33). 

Defining a subject population  in relation to the  type of periodontal disease may also 

contribute  to  significant  differences  among  genetic  studies.  It  is  likely  that  overlapping  of 

clinical  phenotypes  exist  between  different  forms of periodontitis,  regardless  the  diagnostic 

criteria  used.  Even  though  we  used  commonly  accepted  criteria  to  differentiate  both 

periodontitis  groups,  comparing  our  findings with  data  from other  studies  is  quite  difficult 

given that basically each study had a particular classification system. 

Finally, the genetic basis for complex diseases such as periodontitis may not be related 

to  a  single  genetic  variant,  but may  be  influenced  by multiple  genes  acting  synergistically 

with environmental factors to increase or decrease the likelihood of developing a disease. The 

TNF  cluster  is  located within  the  class  III  region  of  the MHC. This  region  exhibits  a  high 

degree  of  linkage  disequilibrium  with  other  polymorphic  nearby  genes  involved  in  the 

inflammatory  response  (36).  For  instance,  Fassmann  et  al.  (23)  suggested  that  combined 

genotypes  composed  of  the TNF­α  ­308G/A  and LT­α +252G/A gene polymorphisms may 

influence  the  susceptibility  to  chronic  periodontitis.  Thus,  the  analysis  of  a  single  genetic 

polymorphism  might  be  meaningless  for  determining  a  genetic  risk  factor  for  periodontal 

diseases.  Instead, combinations of different  genotypes or haplotypes  for possible  gene­gene 

interactions should be evaluated in these studies. 

Based  on  our  results,  the  TNF­α  (­308  G/A)  polymorphism  is  not  associated  with 

increased susceptibility to or severity of periodontitis in this particular Brazilian population.
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Table  1.  Demographic  parameters  (mean  +  SD)  of  Periodontally  Healthy  (PH),  Chonic 

Periodontitis (CP), and Generalyzed Aggressive Periodontitis (GAgP) subjects selected from 

a Brazilian population. 

Parameters 

PH 

(N = 51) 

CP 

(N = 74) 

GAgP 

(N = 38) 

Age * ‡  30 ± 10  48 ± 12  31 ± 6 

(%) Males  31  41  18 

Race (%) † 

Whites 

African Brazilians 

Others 

81 

8 

11 

59

22

19 

36

14

50 

Smoking (%) † 

Never­smokers 

Former­smokers 

Current­smokers 

88 

8 

4 

61

27

12 

100

0 

0 
* Refers to p < 0.01, Kruskal­Wallis test, and ‡ Mann­Whitney test; † refers to p < 0.01, χ 2 

test.
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Table 2. Full­mouth clinical parameters (mean ± SD) of Periodontally Healthy (PH), Chonic 

Periodontitis (CP), and Generalyzed Aggressive Periodontitis (GAgP) subjects selected from 

a Brazilian population. 

Parameters 

PH 

(N = 51) 

CP 

(N = 74) 

GAgP 

(N = 38) 

N of missing teeth * †  2.3 ± 3.6  5.5 ± 4.8  4.4 ± 4.7 
PD (mm) * † ‡  1.7 ± 0.3  2.7 ± 0.9  3.3 ± 0.9 
CAL (mm) * †  1.8 ± 0.3  3.6 ± 1.5  3.8 ± 1.1 
% sites with: 
BOP * †  4.3 ± 4.3  41.2 ± 26.6  48.6 ± 28.4 
SB * †  13.4 ± 16  46.3 ± 30  37.4 ± 29 
SUP * †  0  0.6 ± 1.6  2.3 ± 4.9 
PD ≤ 4mm * † ‡  100  88 ± 16  75 ± 20.3 
PD 5­6mm * † ‡  0  8.5 ± 9.4  19 ± 14 
PD > 6mm * † ‡  0  3.5 ± 8.5  6 ± 8.5 
CAL ≤ 4mm * † ‡  100  73 ± 27  66 ± 24 
CAL 5­6mm * † ‡  0  16 ± 15  24 ± 14 
CAL > 6mm * †  0  11 ± 17  10 ± 14 

* Refers  to p < 0.01 (Kruskal­Wallis test); † refers to p < 0.01 (Mann­Whitney between PH 

and CP, and PH and GAgP); ‡ refers to p < 0.01 (Mann­Whitney between CP and GAgP); PD 

=  pocket  depth;  CAL  =  clinical  attachment  level;  BOP  =  bleeding  on  probing;  SB  = 

supragingival biofilm; SUP = suppuration.
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Table  3.  Frequencies  of  alleles  of  polymorphisms  in  the  TNF­α  ­308G/A  gene  in 

Periodontally  Healthy  (PH),  Chonic  Periodontitis  (CP),  and  Generalyzed  Aggressive 

Periodontitis (GAgP) subjects selected from a Brazilian population. 

PH  CP  GAgP  PH vs. CP ‡‡  PH vs. GAgP ‡‡ 

n = 51  n =  74  n =  38  OR (95%CI)  OR (95%CI) 
Allele frequency * ‡ 

TNF­α ­308G  72.5 %  81 %  81.6 % 

TNF­α ­308A  27.5 %  19 %  18.4 % 
0.616 (0.34–1.12)  0.596 (0.29­1.23) 

Polymorphic  allele 
positivity † 
G+ **  88.4 %  92.3 %  94.4 %  1.5 (0.43­5.82)  4.5 (0.40­12.3) 

A+ ††  44.2 %  31 %  33.3 %  0.59 (0.25­1.25)  0.69 (0.25­1.58) 

* Values represent the percentage in which the alleles appear of the total possible times (2n) 

that they may occur in each group (PH = 102; CP = 148; GAgP = 76); ‡ χ 2 = 2.610, p > 0.05; † 

Percentage  of  individuals who  carry  at  least  one  copy  of  each  polymorphic  allele;  ** χ 2  = 

1.01, p = 0.604; †† χ 2 = 2.12, p = 0.345; ‡‡ Not significant (Fisher´s exact test).
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Figure legend 

Figure  1.  Bar  chart  of  the  distribution  of  the  TNF­α  ­308G/A  genotypes  in  Periodontally 

Healthy (PH), Chronic Periodontitis (CP), and Generalyzed Aggressive Periodontitis (GAgP) 

subjects  selected  from  a Brazilian  population.  The  bars  represent  the %  of  subjects with  a 

particular  genotype  in  each  group.  The  shadings  represent  the  different  genotypes.  No 

significant differences were observed among groups (χ 2 = 2.547, p = 0.636). 
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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
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