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A doença periodontal (DP) é causada por interações entre fatores do 

hospedeiro, microrganismos específicos patogênicos e o sistema imunológico. 

TNF-β é um imunoregulador multifuncional que está relacionado com a 

patogênese de diversas desordens imunológicas, incluindo a DP. Nosso estudo 

analisou a associação entre DP e polimorfismo no gene TNF-β (+252 A/G). O 

DNA foi extraído de células da mucosa oral de 126 indivíduos brancos: 44 

indivíduos controle e 82 indivíduos com DP. O polimorfismo foi analisado pela 

técnica de PCR, seguida pela RFLP. Os dados foram estatisticamente 

analisados pelo teste Exato Fisher (p<0,05) e Odds Ratio (OR). A freqüência do 

polimorfismo mostrou diferença estatisticamente significativa entre os grupos 

controle e com DP, revelando que indivíduos portadores do alelo G 

apresentavam 2,6 vezes mais chances de desenvolver a DP do que indivíduos 

saudáveis (G vs. A, p=0.0019, OR= 2.67, 95% CI 1.45 – 4.78), em relação aos 

genótipos a presença de pelo menos um alelo G predispõe 3,1 vezes à DP 

(G/G+ G/A vs. A/A, p=0,0059,  OR= 3.1, 95% CI 1.45 – 6.65). Conclui-se que o 

TNF-β está envolvido na patogênese da periodontite crônica e pode ser utilizado 

como um marcador de risco para a DP na população estudada.  
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Background: Periodontitis is an inflammatory disease that leads to irreversible 

attachment loss, bone destruction and eventually bone loss, such cascade that 

culminates in tissue destruction initiates with pathogenic micro-organisms and 

depends on host response to disease expression.

 Tumor necrosis factor (TNF) a potent multifunctional immune modulator has 

been implicated in the pathogenesis of periodontal disease. 

Objective: In this study we investigated the hypothesis of association between 

chronic periodontitis (CP) and polymorphisms of the TNF-ß gene. 

Materials and Methods: One hundred twenty six individuals were evaluated by 

measuring clinical attachment loss and divided in 44 health individuals (control 

group-CG) and 82 subjects with CP.  DNA samples were obtained from 

the individual's epithelial cells through scraping of the buccal mucosa. 

Polymorphism in the TNF-ß gene was analyzed by PCR, followed by NcoI 

restriction endonuclease digestion (RFLP). 

Results: The TNF-ß (+252A/G) polymorphism showed association with chronic 

periodontitis. Significant differences were found for the TNF-ß allele or carriage 

rate frequencies; odds ratio (OR)=2.67 

Conclusions: These findings suggest that genotype composed of TNF- ß gene 

polymorphism may influence the susceptibility to chronic periodontitis. 
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1. INTRODUÇÃO 

A doença periodontal (DP) é caracterizada por uma destruição 

inflamatória dos tecidos de suporte dos dentes incluindo: ligamento periodontal, 

cemento, osso alveolar, e eventualmente a perda do dente. 

Embora o biofilme periodontal seja necessário para o início da DP, a 

natureza da resposta inflamatória é determinada primariamente por fatores 

genéticos e ambientais e fatores adquiridos, tal como o fumo (Johnson & Slach, 

2001; Linden et al, 1996; Mealey, 2000). A resposta do hospedeiro é 

essencialmente de proteção, contudo uma resposta inflamatoria exacerbada 

pode levar a uma destruição tecidual mais severa, indicando uma contribuição 

crítica da resposta do indivíduo no desenvolvimento da DP (Kornman et al, 1997; 

Reinhardt et al, 1993). 

Nos últimos vinte anos, a apreciação da complexidade da resposta immune e 

como ela é regulada, têm levado a grandes avanços nos estudos da citocinas e 

genética molecular, sendo as citocinas consideradas reguladores chave de 

mecanismos homeostáticos tais como resposta immune, inflamação, e reparo 

tecidual, e é de se esperar que variações em seus níveis (quantitativas) ou 

estruturais (qualitativos) possam ser associadas com susceptibilidade a 

doenças, com o potencial de contribuir em sua etiopatogênese (Ollier WE. 

2004), o que justifica o grande número de estudos de polimorfismos genéticos 
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em citocinas, associando caso/controle,  e que descrevem risco aumentado de 

doenças em certos polimorfismos genéticos. 

 
 

Dentre as citocinas proinflamatórias, o Fator de Necrose Tumoral (TNF) 

ajuda a modular a resposta inflamatória. As linfotocinas (LT) . e � compõem 

dois dos membros da Superfamilia  TNF sendo que a LT-. tambem é conhecida 

como TNF-� (Korner et al, 1996). 

 
Recentemente o fator de necrose tumoral beta (TNF-�) tem sido mais 

estudado e associado com diversas doenças como: artrite reumatóide (Newton 

et al, 2004), asma (Albuquerque et al, 1998) e também identificado como fator 

de risco para infarto do miocárdio em indivíduos japoneses (Ozaki et al, 2002).  

Contudo pouco se investigou sobre a relacao do TNF- � e inflamação  

relacionada com infecção periodontal e, os dados disponíveis (Fassmann et al, 

2003) apresentam resultados apenas na população Tcheca. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

Doença Periodontal (DP): 

A doença periodontal é caracterizada por um processo inflamatório 

que destrói os tecidos de suporte dos dentes: ligamento periodontal, cemento e 

osso alveolar. 

A periodontite está presente na população adulta em diferentes graus, 

dependendo da população estudada, representando a maior causa de perda de 

dentes em adultos (Albandar & Rams, 2002; Brown & Loe, 1993; Tinoco et al, 

1997). É uma doença que tem associação com certas condições sistêmicas, 

genéticas, o uso de tabaco e álcool, sendo que estes fatores podem determinar 

e/ou influenciar o modo de progressão e interferir na patogênese da doença. 

Estas observações têm mudado a idéia sobre a patogênese, prevenção e 

tratamento da DP (Johnson et al, 2001; Page, 1999). 

A resposta individual de natureza inflamatória, induzida por bactérias 

presentes no biofilme, parece exercer uma função fundamental no 

desenvolvimento da DP (Genco & Slots, 1984), e é uma condição necessária 

para que a mesma se desenvolva, embora a quantidade e as espécies 

bacterianas não sejam variáveis suficientes para explicar o complexo processo 

desta doença (Kornman et al, 1997). 
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 Quadros graves de DP podem ocorrer na ausência de um biofilme 

dental com carcterísticas periodontopatogênicas, sugerindo uma resposta 

inflamatória exagerada do indivíduo (Reinhardt et al, 1993), o que indica uma 

contribuição importante da resposta do hospedeiro em relação à patogênese da 

DP (Page 1999; Kornman & Loe, 2000). 

Considera-se que as bactérias, que compõem o biofilme 

periodontopatogênico, podem levar à iniciação de uma complexa cascata de 

reações inflamatórias do hospedeiro (Page & Kornman, 1997) que pode culminar 

com a ativação de células promotoras de reabsorção óssea e também na 

ativação de enzimas proteolíticas que irão destruir as estruturas de suporte 

dentário (Lorenzo, 1991; Puzas et al, 1994). 

Não só a presença, como também a intensidade da inflamação dos 

tecidos periodontais estão associados com a progressão da doença 

(Offerbacher et al, 1981). Diferenças na expressão de citocinas inflamatórias são 

de interesse na pesquisa periodontal e, tem sido relatada a presença das 

mesmas no periodonto inflamado em concentrações capazes de induzir 

reabsorção óssea (Fujihashi et al, 1993; Fujihashi et al, 1996; Baker, 2000). 

Apesar de ainda não se saber o que leva a diferentes expressões de citocinas 

inflamatórias frente a um mesmo patógeno em diferentes indivíduos, tem sido 

demonstrado que alterações na estrutura dos genes que codificam proteínas 

inflamatórias, podem estar associadas a uma maior susceptibilidade à DP 

(Galbraith et al, 1999).  Dentre estas alterações genéticas, os polimorfismos que 

correspondem a variações genéticas encontradas na população, É a 



 7 

substituição de um nucleotídeo por outro, na  qual ambos alelos são observados 

na população com uma freqüência maior que 1% (Thompson et al, 1991), vêem 

sendo estudados no intuito de relacionar a importância genética na patogênese 

da DP (Latkovskis et al, 2004; Trevilatto et al, 2003; Scarel-Caminaga et al, 

2003; Souza et al, 2003; Fassmann et al, 2003). 

 

Fator de Necrose Tumoral (TNF) 

A super família TNF inclui 29 receptores e 19 ligantes. Estuda-se a 

função biológica de todas essas moléculas, embora certos membros, recebam 

maior atenção da comunidade científica, pois desempenham papéis chave nos 

processos fisiológicos celulares.  

TNF-. e o TNF-� (também conhecido como: LTA-.) foram 

identificados há três décadas em linfócitos e macrófagos de mamíferos (Carswell 

et al, 1975; Granger et al, 1969). TNF- . é uma glicoproteína transmembrânica. 

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

forma solúvel (Idriss et al, 2000). O TNF- . ainda pode ser liberado da 

membrana através da ação de uma enzima, a TACE (TNF-. converting enzyme) 

(Blobel, 1997; Ware et al, 1998).  

Alguns membros de sua família estão relacionados com processos 

inflamatórios e respostas imunológicas, estando envolvido na reabsorção óssea, 

o que sugere uma participação na patogênese da DP (Page et al, 1997). 

O TNF-. que é uma citocina pró-inflamatória, produzida 

principalmente por monócitos, macrófagos, linfócitos T e B (Springs et al, 1992),  
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foi encontrado em altas concentrações no fluido crevicular de indivíduos com 

periodontite (Rossomando et al, 1990; Hirose et al, 1997).  

Muitos estudos tentam identificar sítios específicos que estejam 

associados com a alteração na produção de TNF-. (Brinkman et al, 1996; 

Wilson et al, 1997), também foi mostrado que polimorfismos no gene desta 

citocina estão associados a uma maior susceptibilidade à DP (Trevilatto et al, 

2003). 

 

TNF-� 

O TNF-� se apresenta com 4 éxons e 3 íntrons, os quais revelam, 

respectivamente, um comprimento de 287pb (pares de bases), 86pb e 247pb 

(Nedwin et al. 1985). Após sua tradução, TNF-� se apresenta como uma 

glicoproteína de 25 Kda, que exerce uma ação moduladora na resposta 

imunoinflamatória. Os genes TNF-. e TNF-� estão localizados próximos um do 

outro, no interior do HLA (Antígenos de leucócitos humanos) de classe III braço 

curto do cromossomo 6 (Schneider et al, 2004) e apresentam em sua estrutura 

28% da seqüência de aminoácidos idênticas, sendo que o último éxon é a 

porção na qual há maior semelhança, sugerindo um ancestral comum para 

ambos os genes durante o processo evolutivo (Nedwin et al. 1985). 

O TNF-� interage com os mesmos dois receptores celulares com que 

o TNF-. também interage: TNFR1 (p55) e o TNFR2 (p75) de domínios 

citoplasmáticos diferentes (Idriss et al, 2000; MacEwan, 2002; Herbein & O’brien, 

2000), o que estimula dois mecanismos distintos, atribuindo ao TNFR1 muitos 
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dos efeitos inflamatórios. Estudo realizado em camundongos com deficiência 

para o gene TNFR2, demonstrou uma inflamação atenuada (Amar et al, 1995-

96). Esses dois receptores, p55 e p75, são glicoproteínas transmenbrânicas com 

alto grau de semelhança e sugere-se que estejam expressas em todos tipos 

celulares (Goetz et al, 2004). O TNF-� (LT-.) interage também com o receptor 

da Linfotoxina- beta (LT- �) que é essencial para o desenvolvimento dos 

linfonodos (Gormmerman & Browning, 2003). 

Indivíduos com quadro de septicemia severa portadores do TNF-� A 

(TNF-�2) apresentaram altos níveis plasmático de TNF-. (Stuber et al, 1996; 

Pociot et al, 1993), demonstrando que o TNF-� é capaz de modular os níveis 

plasmáticos de TNF-..   

Muitos estudos de susceptibilidade genética estão focalizando o TNF-

., mas o polimorfismo no do TNF-� tem demonstrado associação com diversas 

doenças como: artrite reumatóide (Newton et al, 2004), asma (Albuquerque et al, 

1998), infarto do miocárdio (Ozaki et al, 2002) e DP (Fassmann et al, 2003) 



 10 

3. PROPOSIÇÃO 
 

 

O Objetivo deste trabalho foi investigar a possível associação entre a 

doença periodontal crônica e o polimorfismo +252 A/G no gene TNF-�. 
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4. Materiais e Métodos 

 
4.1  Seleção da amostra: 

Nesse estudo uma amostra composta de 126 indivíduos brancos foi 

analisada. Pacientes não fumantes e com idade superior a 25 anos (média de 

43,4 anos), foram recrutados na Clínica de Graduação da Faculdade de 

Odontologia de Piracicaba (FOP) - Unicamp e também foram incluídos pacientes 

da Clínica de Especialização de Periodontia - FOP– UNICAMP. As 

características clínicas da população estão apresentadas na Tabela 1. Todos 

pacientes apresentavam bom estado geral de saúde e apresentavam ao menos 

20 dentes. Os critérios de exclusão na seleção dos pacientes foram: doenças de 

tecidos moles e duros da boca, com exceção de cárie e doença periodontal; uso 

de aparelho ortodôntico; necessidade de pré-medicação para tratamento dental; 

uso crônico de medicamentos antiinflamtórios; história de diabetes, infecção por 

HIV; quimioterapia imunosupressiva; história de qualquer alteração sistêmica 

que comprometesse a função imunológica, presença de gengivite ulcero 

necrosante; gravidez ou lactação. Os pacientes foram submetidos a uma 

completa anamnese e assinaram o termo de consentimento para a participação 

em pesquisa (aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FOP/UNICAMP 

protocolo no 76/2003, anexo 1). 

O diagnóstico e a classificação da doença periodontal (DP) foram 

obtidos com base nas características clínicas dos pacientes por meio de exame 

dental onde foram observados: profundidade de sulco ou bolsa periodontal, 
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perda de inserção clínica (CAL), mobilidade dental, retração gengival e 

sangramento à sondagem. Os pacientes foram classificados de acordo com a 

presença ou não da doença periodontal: 

Grupo Controle: pacientes sem sangramento gengival ao exame de 

sondagem periodontal, tecido gengival sadio e nenhum dente com profundidade 

de sondagem superior a 3 mm (n= 44); 

Grupo com Periodontite Crônica: pacientes com dentes exibindo CAL 

é  5 mm (n= 82) em pelo menos 6 sitios, com sangramento a sondagem 

periodontal, apresentando tecido gengival inflamado. 

TABELA 1. Características Clínicas da População Estudada 

  
Grupo Controle 

(n= 44) 
Grupo Com DP 

(n= 82) 

Idade (anos)   

Média (desvio padrão) 39 ± 14,3 45,9 ± 10,3 

Gênero 
Masculino 
Feminino 

27% 
73% 

39% 
61% 

Nível de Inserção Clínica (mm) 1,9 ± 1,3 7,9 ± 1,9 

Mobilidade (média de dentes) 0,07 ± 0,2 3,5 ± 4,5 

 

Obtenção da Amostra: 

O DNA foi extraído a partir de células epiteliais da mucosa bucal 

obtidas através de bochecho com glicose a 3%, por cerca de 1 min, e leve 

raspagem da mucosa jugal com espátula de madeira esterilizada que foi 

mergulhada e agitada na solução pré-bochechada (Trevilatto & Line, 2000). Esta 

solução foi centrifugada por 10 min a 2000 rpm, o sobrenadante descartado e as 
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células ressuspensas em 500 é l de tampão de extração [10mM Tris-HCl (pH 

7,8), 5mM EDTA, 0,5% SDS]. 

 

 

4.2  Extração do DNA: 

As amostras foram incubadas overnight (ON) com 100ng/ml de 

proteinase K (Sigma Chemical Co., St. Louis MO, USA) a 370C, sob agitação. O 

DNA foi então purificado utilizando-se a extração pela seqüência fenol/ 

clorofórmio / álccol isoamílico e precipitação com sal/ etanol eressuspenso em 

50 ml de tampão de TE [10mM Tris (pH 7,8), 1mM EDTA]. A concentração do 

DNA foi estimada em espectofotômetro (GeneQuant RNA/ DNA Calculator – 

Pharmacia- Biotec) em comprimento de onda de 260 nm. 

 

4.3  Análise de polimorfismo TNF-beta (+252 A/G): 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

Foram utilizadas as seguintes seqüências de primers: 

5`- AGA GGG GTG GAT GCT TGG GTT C -3’ (foward) 

3`- CCG TGC TTC GTG CTT TGG ACT A - 3’ (reverse) 

(Stuber et al, 1996) 

A reação de PCR foi realizada com um volume total de 50 é l, 

contendo aproximadamente 500 ng de DNA genômico, 1 é l de cada primer, 200 

é M de dNTPs e 2 unidades de Taq polymerase. As soluções foram incubadas a 
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950C por 5 min e submetidas a 35 ciclos de 1 min e 30 s a 950C, 1min e 30 s a 

530C e 1min e 30 s a 720C e uma extensão final de 720C por 7 min. O fragmento 

amplificado apresentava 782 pb.  

 

 

Digestão com enzima de restrição (Técnica de RFLP) (Stuber et al, 1996) 

Doze microlitros do produto do PCR foram adicionados a 13 é l de 

solução contendo 2,5 é l 10x NE Buffer (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM 

MgCl2, 1mM dithiotheitol, pH 7,9), 0,2 é l Nco I (10.000U/mL- Invitrogen Life 

Tecnologies) e 10,3 é l de H2O deionizada esterilizada. A solução foi incubada a 

370C Overnight. 

4.4  Eletroforese: 

O volume total da digestão foi misturado a 3 é l de tampão de amostra 

e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% (não- desnaturante) 

sob corrente elétrica de 20 mA. Para análise, o gel foi corado pela prata. 

 

 Figura 1. Gel de poliacrilamida, corado por prata evidenciando 

resultado da RFLP do gene TNF-Beta (+252 A/G). 

 

 

 

  A/G   A/G     A/G   A/G    G/G  G/G     A/G 

 
782 pb 
586 pb 
 
 
196 pb 
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4.5  Análise estatística: 

Para a análise estatística do polimorfismo do gene TNF-beta, a 

significância da diferença observada na freqüência do grupo controle e com DP 

foi verificada pelo teste Exato de Fisher. O risco à doença associado a alelos ou 

genótipos foi calculado por “odds radio” (OR) com um intervalo de confiança (CI) 

de 95% utilizando-se do programa SAS (v.6.11). 
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5.  RESULTADOS 

 

5.1  Características clínicas: 

As características clínicas dos pacientes estão apresentadas na 

Tabela 1. Os pacientes do grupo Controle apresentaram uma média no nível de 

inserção clínica (CAL= 1,9 mm ± 1,3) inferior ao grupo dos pacientes com DP 

(7,9 mm ± 1,9), o grupo com DP apresentou maior número de dentes com 

mobilidade (3,5 dentes ± 4,5), enquanto o grupo Controle menor número de 

dentes com mobilidade (0,07 dentes ± 0,2). 

 

5.2  Freqüência alélica e genotípica: 

A distribuição dos alelos e dos genótipos está apresentada na tabela 

2. O alelo mais freqüente na população estudada foi o alelo A e houve diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos Controle x DP (p=0,0019) 

mostrando um risco relativo para os pacientes que possuíam o alelo G de 2,6 (G 

vs. A, OR= 2,67, 95% CI 1,45 – 4,78) mais chances de desenvolverem a DP em 

relação aos que possuíam o alelo A. 

Em relação aos genótipos, o mais freqüente no grupo Controle foi o 

A/A (59%), e no grupo com DP foi o A/G (52.5%) e o menos freqüente no grupo 

Controle foi o G/G (2%), no grupo com DP foi também o G/G, mas com uma 

freqüência maior (16%), o que demonstra uma diferença estatisticamente 
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significativa (p=0.0059), sendo suficiente apenas um alelo G para mostrar um 

risco relativo de 3,1 (G/G + G/A vs. AA, OR= 3,1, 95% CI 1,45 – 6,65). 

 

Tabela 2. Freqüência dos genótipos e alelos do polimorfismo no gene TNF-
�
 (+252 A/G) 

 
  Grupo com DP Grupo Controle 

                   Genótipos 

        
        (p= 0,0059) 
  

   

TNF- ✁ ✂☎✄✆✂      13 (16%) 1 (2%) 
TNF- ✝  G/A 43 (52,5%) 17 (39%) 
TNF- ✝  A/A 26 (31,5%) 26 (59%) 
   
Freqüência dos alelos (p= 0,0019)   

   

Alelo G  42% 21,50% 

Alelo A 58% 78,50% 
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6. DISCUSSÃO 

 

A periodontite é uma doença de etiologia multifatorial, de natureza 

crônica e sua patogênese é vista como uma complexa interação entre o biofilme 

dental, resposta do hospedeiro (aspecto genético) e modificada por fatores 

ambientais podendo ser influenciada por uma variedade de genes, que 

determinam diferentes aspectos da patologia da doença (Inagaki et al, 2003). 

O biofilme dental é uma condição necessária para que a DP se 

desenvolva, embora a quantidade e as espécies bacterianas não sejam 

suficientes para explicar o complexo processo desta doença (Kornman et al, 

1997). Quadros graves de DP podem ocorrer na ausência de um biofilme dental 

expressivo, sugerindo uma resposta inflamatória exagerada do indivíduo 

(Reinhardt et al, 1993) o que indica uma contribuição importante da resposta do 

hospedeiro em relação à patogênese da DP (Page 1999; Kornman and Loe, 

2000).   

Diferentes estudos têm demonstrado uma relação da DP com fatores 

genéticos. Demonstrou-se que polimorfismos nos genes da IL-1 (Kornman et al, 

1997), IL-6 (Trevilatto et al, 2003) e receptor da vitamina D (Brito Junior et al, 

2004) estão associados com um aumento no risco a periodontite crônica. 

Nossos dados mostraram que pacientes com periodontite crônica 

apresentaram uma significante associação do polimorfismo do gene TNF-beta 

(+252 A/G) com o alelo G, que apresentou maior freqüência nos indivíduos do 
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grupo com DP em comparação com os indivíduos do grupo Controle. A 

presença de apenas um alelo G (G/A + G/G) na distribuição dos genótipos dos 

pacientes foi suficiente para levar a uma predisposição aumentada em 3 vezes 

nestes pacientes em relação a indivíduos que possuíam o genótipo AA. Dados 

que sugerem a relação do alelo G predispondo à DP. 

Em estudo recente Fassmann e colaboradores (2003)  avaliaram 

polimorfismos nos genes de TNF-α e TNF -� correlacionando com doença 

periodontal crônica em pacientes da República Tcheca, contudo nesse estudo a 

frequência do genótipo GG do TNF-� foi menor em pacientes com periodontite 

quando comparado aos indivíduos controle. 

Nossos resultados não confirmam os achados de Fassman e 

colaboradores e estão coerentes com as funções já descritas de TNF �, sabe-se 

que TNF-� modula níveis plasmáticos de TNF-. (Stuber et al, 1996; Pociot et al, 

1993), a qual é uma citocina promotora de reabsorção óssea (Lorenzo, 1991), 

além de possuir efeito indutivo na expressão gênica das metaloproteases da 

matriz, colagenases e gelatinases e serem observadas em altas quantidades em 

processos patológicos que incluem: a periodontite, osteoartrite, cânceres 

metastáticos e aneurismas (Birkedal-Hansen, 1993). A produção de TNF-α varia 

amplamente mesmo dentre indivíduos saudáveis e  essa variação ocorre 

provavelmente também em resultado de polimorfismos nos genes TNF-α e TNF 

- �  influenciarem na quantidade de TNF-α produzida após um estimulo 

inflamatório (Wilson et al, 1995), e a presença do alelo G no gene do TNF-β 
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demonstrou estar correlacionada com o aumento na produção de TNF-β e 

ativação de linfócitos (Messer et al, 1991).  

Sendo uma citocina inflamatória, TNF–��DSUHVHQWD -se com um importante 

papel na patogênese da aterosclerose e o SNP no alelo  +252G do gene do TNF 

–���SDUHFH�HVWDU�DVVRFLDGR�FRP�DOWRV�Q íves de Proteína Reativa – C (CRP), um 

marcador de risco para doenca cardiovascular. (Suzuki et al, 2004; Ozaki et al, 

2002). 

  Nos últimos 10 anos, vários estudos epidemiológicos avaliaram a 

associação entre infecção oral e doença sistêmica e dentre essas observações, 

têm sido mostrados níveis aumentados de CRP em indivíduos com doença 

periodontal quando comparados a controles saudáveis ( Beck et al, 1996; Noack 

et al, 2001;  D' Aiuto et al, 2004). Níveis de CRP também têm sido mostrados 

mais elevados em indivíduos portadores de doença cardiovascular comparados 

aos controle ( Meurman et al, 2004).  Apesar de termos selecionado indivíduos 

sem alterações sistêmicas para o presente estudo, consideramos importante  

mencionar  o papel do TNF –���QD�SDWRJHQHVH�GH�RXWUDV�GRHQ ças sistêmicas e a 

associação destas com a doença periodontal. 

Nossos resultados mostram uma correlação positiva entre a maior 

frequência do polimorfismo no gene TNF-�� ������ $�*�� HP� SDFLHQWHV� FRP�

doença periodontal crônica, suporta a hipótese de alelos raros de citocinas 

inflamatórias poderem representar uma predisposição para o desenvolvimento 

de doenças inflamatórias de ordem sistêmica associadas com infecções como a 

periodontite ( Page et al, 2000 ). 
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Considerando-se que o gene TNF-β encontra-se alojado no 

cromossomo 6p21, o qual faz parte do HLA (Antígeno de Leucócitos Humanos-

Classe III) abrigando muitos genes imunologicamente relevantes que podem 

contribuir para uma resposta inflamatória, que na periodontite pode levar à perda 

de tecidos periodontais de suporte e, com base em nossos resultados, 

sugerimos que o polimorfismo no gene TNF-��������$�*��DWXD�FRPR�FRIDWRU�QD�

etiopatogenese da periodontite, considerada uma doença de etiologia 

multifatorial envolvendo infecção oral e resposta inflamatória exacerbada em 

indivíduos susceptíveis.  
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7. CONCLUSÕES 

 
 
��� O presente estudo mostrou que o alelo G presente no polimorfismo 

do gene TNF-β (+252A/G) está relacionado com a perda de tecidos de 

sutentação, aumentando o risco de perda de inserção clínica na população com 

doença periodontal estudada.  

 

 

��� O genótipo GG ou GA do TNF-β (+252A/G) pode ser um marcador 

de risco quanto à susceptibilidade do indivíduo à doença periodontal crônica na 

população estudada. 
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Abstract 

Background: The periodontal destruction that leads to clinical findings such as 

increased periodontal probing depth involves a complex interaction between 

invading pathogenic microorganisms and the host immune system. Lymphotoxin 

alpha (LT-α) is a potent multifunctional immune modulator that affects the 

susceptibility to a variety of immune disorders including periodontal disease. 

Objective: The aim of this study was to investigate the possible association 

between chronic periodontitis (CP) and polymorphisms of the LT-α gene. 

Materials and Methods: One hundred twenty six individuals were evaluated by 

measuring clinical attachment loss and divided in 44 health individuals (control 

group-CG) and 82 subjects with CP.  DNA samples were obtained from 

the individual's epithelial cells through scraping of the buccal mucosa. 

Polymorphism in the LT-α gene was analyzed by PCR, followed by NcoI restriction 

endonuclease digestion (RFLP). 

Results: The LT-α (+252A/G) polymorphism showed association with chronic 

periodontitis. Significant differences were found for the LT-α allele or carriage rate 

frequencies; odds ratio (OR) =2.67 

Conclusions: These findings suggest the LT-α gene genotype might be a risk 

indicator for the susceptibility to chronic periodontal disease in the studied 

population.  

Key words: Chronic periodontal disease, polymorphism, LT-α. 

 



Introduction 

Periodontal disease is characterized by inflammatory destruction of tissues that 

support the tooth, including the epithelial attachment, periodontal ligament, 

cementum, and alveolar bone and eventually tooth loss.  

Although bacterial infection is required for periodontitis, in a subset of individuals, 

severe disease may occur in the absence of a large bacterial load, suggesting an 

exaggerated host response to a modest microbial challenge and also indicating a 

critical contribution of the host response to disease expression.1,2 

Since individual inflammatory response induced by the pathogens seems to play a 

critical role in the disease pathogenesis, polymorphisms in genes encoding 

molecules of the host defense system such as cytokines, have been targeted as 

potential genetic markers.3-4  

The tumor necrosis factor (TNF)-related cytokines provide essential 

communication pathways that help orchestrate inflammatory and immune 

responses. TNF is involved in tissue destruction and bone resorption, and 

suggested as an important participant in the pathogenesis of periodontal disease.7 

TNF was also found in high levels in crevicular fluid and periodontal tissues in 

individuals with periodontitis.8,9 The tumour necrosis factor alpha (TNF-α) is a 

proinflammatory cytokine, mainly produced by monocytes, macrophages and by T 

and B lymphocytes10.The genetics of TNF-α has been a focus for research in 

infectious diseases, several polymorphisms have been identified in the TNF locus 

and some of them are associated with variation of TNF-α production.11,12 The 

cytokines TNF-β, also known as lymphotoxin alpha (LT-α), and TNF-α exhibit a 



broad spectrum of inflammatory and immunomodulatory activities. The genes for 

TNF-α and LT-α are located close to each other within the human leukocyte 

antigen (HLA) class III gene cluster on chromosome chromosome 6p13. LT-α is a 

cytokine produced by lymphocytes and the substance LT-α mediates a wide 

variety of inflammatory and immunostimulatory responses.14 Although most studies 

of susceptibility genes for immune diseases have focused on the TNF-., LT-α has 

been recently demonstrated to be associated with several immune disorders 

including rheumatoid arthritis15 asthma16 and, in 2002, LT-α was identified as a 

major risk factor for myocardial infarction (MI) in Japanese.17 

The common allele of LT-α gene is TNF-β2 and contains an adenine “A” at position 

1,069 in the first intron of the LT-α gene. The rarer allele is TNF-β1 and contains a 

guanine “G” at this position (approximately 70% of the human chromosomes 

contain an adenine “A” and 30% contain a guanine “G”). The “G” variant (TNFB1 

allele) is associated with the presence of a digestion site for the DNA sequence 

specific restriction enzyme NcoI. 18 The presence of guanine defines the mutant 

allele, which has been associated with higher TNF-. and LT-α. 19,20 

The purpose of this study was to verify whether chronic periodontitis is associated 

with the NcoI polymorphism in intron 1 (+252A/G) of the LT-α gene in a Brazilian 

population. 

 

 



Material and Methods 

Selection of subjects 

The study population represented 126 caucasian subjects from Southeastern 

region of Brazil. The patient population included systemically healthy unrelated 

subjects, non-smokers >25 years (mean 44.6 ) who were referred to the Dental 

Clinics of the Faculty of Dentistry at Piracicaba – UNICAMP (approved by the 

Ethical Committee in Research at FOP/UNICAMP # 76/2003). The baseline clinical 

parameters for the subject population are presented in Table 1. All subjects were in 

good general health and had at least 20 teeth in the mouth. Subjects did not have 

any of the following exclusion criteria: diseases of the oral hard or soft tissues 

except caries and periodontal disease; use of orthodontic appliances; need for pre-

medication for dental treatment; chronic usage of anti-inflammatory drugs; a history 

of diabetes, hepatitis or HIV infection; immunosuppressive chemotherapy; history 

of any disease known to severely compromise immune function; present acute 

necrotizing ulcerative gingivitis or current pregnancy or lactation. Medical and 

clinical parameters were obtained by a single calibrated examiner. Diagnosis and 

classification of disease severity were made on the basis of clinical parameters and 

consisted of physical examination, probing pocket depth, clinical attachment level 

(CAL), tooth mobility, gingival recession and observation of bleeding on probing. 

Measurements of probing depth and attachment level were recorded at 6 sites 

around each tooth. Subjects were included in clinical categories according to 

periodontal disease severity:  

 



1. Control group (CG): subjects found to exhibit no signs of periodontal disease as 

determined by the absence of (CAL) and no sites with probing depth > 3mm, 

together with less than 10% of sites with gingivitis upon clinical examination 

(n=44). 

2. Chronic Periodontitis (CP): formed by patients with teeth exhibiting > 5mm CAL 

(n=82). All patients had at least six teeth exhibiting sites CAL in at least two 

different quadrants. 

 

Analysis of genetic polymorphisms 

Sampling 

The sampling of epithelial buccal cells was performed as described: Individuals 

undertook a mouthwash after 1 min, containing 5 ml 3 % glucose. Following 

mouthwash, a sterile wood spatula was used to scrape oral mucosa. The tip of the 

spatula was then shacked into the retained mouthwash solution. Buccal epithelial 

cells were pelleted by centrifugation at 2000 rpm for 10 min. The supernatant was 

discarded and the cell pellet resuspended in 500 µl of extraction buffer [10 mM 

Tris-HCl (pH 7.8), 5 mM EDTA, 0.5 % SDS]. The samples were then frozen at -

20oC until used for DNA extraction.21 

 

DNA Extraction 

After defrosted, samples were incubated overnight (O/N) with 100 ng/mL 

proteinase K (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) at 37°C under agitation. 

DNA was then purified by sequential phenol/chloroform extraction and salt/ethanol 



precipitation. DNA was dissolved in 70 µL TE buffer [10 mM Tris (pH 7.8), 1 mM 

EDTA]. The concentration was estimated by measurements of OD 260. 

 

 PCR and Restriction endonuclease digestion (RFLP) 

 The first intron of the TNF-ß gene  was amplified by PCR utilizing the following 

primers22: F -5’- AGA GGG GTG GAT GCT TGG GTT C -3’  

R -5’- CCG  TGC  TTC GTG CTT TGG ACT A -3’  

Amplification reactions were carried out with 500 ng genomic DNA in a total 

volume of 50 ml, containing 10 mM Tris-HCl (pH 8.3), 50 mM KCl, 1mM of each 

primer, 20 mM each dATP, dCTP, dGTP and dTTP, 2.0 mM MgCl2, and 2 U Taq 

DNA polymerase (Invitrogen Life technologies). The reactions were performed in a 

termocycler and consisted of an initial denaturation step of 95º C for 5 min  followed 

by 35 cycles of 1 min at 95º C, 1min at 53º C and 1 min at 72º C, with a final 

extension step of 7 min at 72º C.  

The products were digested with 2 U per 25 mL reaction of Nco I at 37º C 

overnight. The digested fragments were separated by 10% polyacrylamide gel 

electrophoresis. The gels were stained by the rapid silver staining method.23 The 

homozygous 2 allele (AA) of the LT-α gene appears as a non-digested single 782 

bp band and the homozygous 1 allele (GG) as being digested into 586 bp and 196 

bp bands. Heterozygotes 1.2 exhibited all three bands – 782, 586 and 196 bp 

(GA). 



Statistical analysis 

The significance of the differences in observed frequencies of polymorphism in 

both groups was determined by the Fisher exact test and p<0.05 was considered 

statistically significant. 

 
Results  

Clinical characteristics and the LT-α (+252) phenotype: 

The clinical parameters applied are presented in Table 1.  

Distribution of inflammatory cytokine SNP in CP group and CG group: 

The distribution of LT-α genotypes in CG and the CP is shown in Table 2. A 

significant difference was found in the LT-α genotype distribution between CG and 

CP. The frequency of LT-α (+252) G/G and G/A was significantly higher in CP 

group than in healthy controls (G/G + G/A vs. AA, p=0.0059, OR= 3.1, 95% CI 1.45 

– 6.65). When the allelic frequencies of individual SNP was compared, the A allele 

at LT-α (+252) was less frequently detected in CP group than in CG group so, the 

proportion of individuals carrying the LT-α G/G genotype was significantly lower in 

the control group (2%) than in chronic periodontitis group(16%).  

The distribution of the carriage rate frequencies is showed in Table 2, significant 

differences were found for the LT-α allele, OR (1 vs. 2) 2.67, 95% CI 1.45 – 4.78). 



 Table 1 - Clinical parameters of the study population. 

 Controls 
(n = 44) 

Chronic periodontitis 
(n = 82) 

Age (years)   
Mean ± SD (range) 39.0  ± 14.3 45.9  ± 10.3 

Gender (%)   
Male 27  39  
Female 73  61  
Pocket probing 1.9 ± 1.3 7.9 ± 1.9 
Dental mobility (tooth) 0.07 ± 0.2 3.5 ± 4.5 
 
  

Table 2 - Frequencies of genotypes and alleles of polymorphism in LT-α 
(NcoI,+252) gene. 

 
 Periodontitis Controls 
Genotypes      (p= 0.0059)   
TNF-� G/G 13 (16%) 1 (2%) 
TNF-� G/A 43 (52.5%) 17 (39%) 
TNF-� A/A 26 (31.5%) 26 (59%) 
Allele frequencies  (p=0.0019)   
allele1-G 0.42 0.215 
allele 2-A 0.58 0.785 
 
   
 
We evaluated Hardy–Weinberg equilibrium of the distribution of genotypes in the 

SNP by x2 test for both the affected individuals and the control group, and found no 

significant difference (P > 0.01) 

 

Discussion  

The data reported in this study showed that patients with severe periodontitis 

presented a significant association with the carriage of the rarer TNF-β1 allele that 

was higher in the periodontal patients compared to controls. 

The presence of the TNF-β1 allele has been showed to correlate to increased 

production of LT-α in activated T lymphocytes19 and with a significant role in 

inflammatory mechanisms of local autoimmune reactions and susceptibility to 

inflammatory diseases.  



There are evidences correlating the levels of inflammatory markers to periodontal 

infections24 where differential functional cellular activities may suggest the 

existence of an altered cellular immune mechanism for the susceptibility to 

periodontal disease.  

A recent report25 has assessed polymorphisms in the TNF-α and LT-α genes 

evaluating the influence of the LT-α +252 in chronic periodontitis, however the 

frequency of the LT-α +252 presented was lower in Czech patients with chronic 

periodontitis compared to controls. 

TNF-α production varies widely even between healthy persons. This variation 

occurs alsobecause polymorphisms of the TNF-α and LT-α genes influence the 

amount of TNF-α produced after an inflammatory stimulus.26 The present data 

showing positive association between the higher frequency of LT-α +252 

polymorphism in chronic periodontitis patients, supports the hypothesis that 

individual’s genotypes carrying rare alleles of specific cytokine genes may 

represent a predisposition for developing systemic disorders associated with 

chronic infections like periodontitis.  

LT-α as a proinflammatory cytokine, has also been showed to play an important 

role in the pathogenesis of atherosclerosis and, SNP at LT-α  +252G allele was 

found to be associated with high C-reactive protein levels, an inflammatory 

biomarker, predictor of future risk for cardiovascular disease.17,27 

In the last ten years, several epidemiological studies have assessed the 

association between oral infection and systemic disease and amongst the 

observations, it has been presented statistically significant increases in CRP levels 

in subjects with moderate to severe periodontitis when compared with periodontal 

healthy28-30 and CRP levels were also reported to be higher in cardiovascular 

disease (CVD) patients with severe periodontitis than in healthy cases.31 

Considering that the genes for TNF-α and LT-α are located on chromosome 6p21, 

which harbors many immunologically relevant genes in the HLA class III region, we 

suggest that LT-α +252 locus plays a role as a cofactor in the etiopathogenesis of 

periodontitis, a disease of multifactorial etiology involving mixed infection and 

exacerbated inflammatory response in susceptible individuals.  
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