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CASTRO, G. P. A. Associação entre polimorfismos no fator de necrose  

tumoral-alfa e seus receptores e persistência da periodontite apical pós-tratamento. 

2021. Trabalho de Conclusão de Curso (Bacharel em Odontologia – Faculdade de Odon-

tologia de Ribeirão Preto, Universidadede São Paulo, 2021). 

  Polimorfismos genéticos são diferenças na sequência do DNA humano que podem 

alterar a expressão gênica e influenciar na susceptibilidade do organismo frente a doenças 

bem como nas suas respostas ao meio ambiente. Desta forma, além de fatores microbia-

nos e mecânicos relacionados ao canal radicular propriamente dito, fatores intrínsecos ao 

hospedeiro podem interferir no sucesso do tratamento endodôntico e na necessidade de 

reintervenção. Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar aspectos moleculares 

envolvidos na persistência de lesões periapicais pós- tratamento, por meio da coleta de 

amostras de saliva para compor um banco de DNA, extração do material genômico, ava-

liação clínica, radiográfica, e genotipagem por análise de discriminação alélica. Pacientes 

que apresentaram necrose pulpar e lesão periapical instalada no momento do tratamento 

endodôntico foram chamados para consulta de acompanhamento. Até o momento, foram 

incluídos no presente estudo 212 pacientes, que apresentaram tratamento concluído há no 

mínimo um ano antes da consulta de acompanhamento. Desse total, 101 pacientes apre-

sentaram sinais e sintomas clínicos/radiográficos indicativos de lesões periapicais persis-

tentes e 111 indivíduos apresentaram reparo da lesão. Amostras de saliva recém-coletadas 

no momento do acompanhamento, bem como aquelas que já armazenadas no banco, fo-

ram utilizadas como fonte de DNA genômico, o qual foi genotipado para o mediador 

solúvel fator de necrose tumoral-alfa (TNF - rs1800629) e dos receptores alfa e beta do 

TNF-α (rs1800693 e rs1061622 respectivamente), por PCR em tempo real. A frequência 

dos genótipos e alelos foi avaliada por meio da razão de chance (odds ratio), teste do qui-

quadrado ou teste exato de Fisher, utilizando o software Graphpad Prism. O nível de 

significância estabelecido foi de 5%. O polimorfismo genético rs1800629 em TNF-α es-

teve associado como fator de proteção ao desenvolvimento de lesões periapicais persis-

tentes após o tratamento endodôntico, enquanto os polimorfismos genéticos nos recepto-

res de TNF (TNFRSF1A e TNFRSF1B), rs1800693 e rs1061622 respectivamente, não 

estiveram associados ao desenvolvimento de lesões periapicais persistentes após o trata-

mento endodôntico. 

Palavras-chaves: Lesão periapical, mediadores inflamatórios, remodelação óssea, polimorfismo 

genético. 
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CASTRO, G. P. A. Association between tumor necrosis factor-alpha poly-

morphisms and their receptors and post-treatment apical periodontitis per-

sistence. 2021. Trabalho de Conclusão de Curso (Bacharel em Odontologia – Faculdade 

de Odontologia de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 2021). 

  Genetic polymorphisms are differences in the sequence of human DNA that can 

alter gene expression and influence the organism's susceptibility to disease as well as its 

responses to the environment. Thus, in addition to microbial and mechanical factors re-

lated to the root canal itself, factors intrinsic to the host may interfere with the success of 

endodontic treatment and the need for reintervention. Thus, the aim of this study was to 

investigate molecular aspects involved in the persistence of post-treatment periapical le-

sions by collecting saliva samples to compose a DNA bank, extraction of genomic mate-

rial, clinical and radiographic evaluation, and genotyping by allelic discrimination anal-

ysis. Patients who had pulpal necrosis and periapical lesion installed at the time of endo-

dontic treatment were called for follow-up visits. To date, 212 patients, who had treatment 

completed at least one year prior to the follow-up visit, have been included in this study. 

Of this total, 101 patients had clinical/radiographic signs and symptoms indicative of per-

sistent periapical lesions and 111 individuals had lesion repair. Freshly collected saliva 

samples at the time of follow-up, as well as those already stored in the bank, were used 

as a source of genomic DNA, which was genotyped for the soluble mediator tumor ne-

crosis factor-alpha (TNF - rs1800629) and TNF-α alpha and beta receptors (rs1800693 

and rs1061622 respectively) by real-time PCR. The frequency of genotypes and alleles 

was evaluated by odds ratio, chi-square test or Fisher's exact test, using Graphpad Prism 

software. The significance level was set at 5%. The genetic polymorphism rs1800629 in 

TNF-α was associated as a protective factor for the development of persistent periapical 

lesions after endodontic treatment, while the genetic polymorphisms in TNF receptors 

(TNFRSF1A and TNFRSF1B), rs1800693 and rs1061622 respectively, were not associ-

ated with the development of persistent periapical lesions after endodontic treatment. 

Key words: apical periodontitis, inflammatory mediators, bone remodeling process, ge-

netic polymorphism. 
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1. INTRODUÇÃO 

A periodontite apical é uma condição inflamatória e infecciosa que resulta de 

uma reacção do hospedeiro de uma infecção polimicrobiana anaeróbica do sistema 

radicular, que leva à necrose do tecido pulpar (SILVA-SOUSA et al., 2020). Trata-se de 

uma lesão caracterizada por um infiltrado inflamatório misto, formado por neutrófi-

los, linfócitos T e B, plasmócitos, macrófagos e células dendríticas, com prevalência 

celular de acordo com estágio da doença (STASHENKO et al., 1998; LIAPATAS et 

al., 2003; MARTON et al., 2014; SIQUEIRA et al., 2014; ROMUALDO et al., 2018; 

JESUS et al., 2019). Essa inflamação acomete e danifica os tecidos e resulta em des-

truição do ligamento periodontal, cemento e osso alveolar ao redor do ápice radicular 

(SIQUEIRA et al., 2009; MARTON et al., 2014; ÇALIŞKAN et al.,2016; BARREI-

ROS et al., 2018a; BARREIROS et al., 2018b; HIRAI et al., 2018; HUANG et al., 

2018; MAZZI-CHAVES et al., 2018) decorrente da atividade osteoclástica (LIU et 

al., 2017; BARREIROS et al., 2018a; BARREIROS et al., 2018b; DESSAUNE 

NETO et al., 2018; MAZZI-CHAVES et al., 2018). Uma vez diagnosticada a lesão 

periapical, se faz necessária a eliminação ou redução dos micro-organismos presentes 

no sistema de canais radiculares, a qual é alcançada por meio do preparo biomecânico, 

uso de soluções irrigantes e medicação intracanal, obturação dos canais, seguido do 

processo restaurador, o qual permite o restabelecimento da função do elemento dental 

(SIQUEIRA et al., 2008; ITO et al., 2011; SILVA et al., 2012; VERSIANI et al., 

2013; CRAVEIRO et al., 2015; DE DEUS et al., 2015; VENSKUTONIS et al., 2015; 

ALVES et al., 2016; KANG et al., 2016; PEDRO et al., 2016; LEONI et al., 2017). 

Sendo a lesão periapical uma doença multifatorial (HE et al., 2017), outros fato-

res além dos relacionados ao tratamento endodôntico e restaurador, incluem uma 

abordagem acerca das características intrínsecas do hospedeiro, seja por sua capaci-

dade de defesa em resposta ao agente contaminante ou por sua capacidade de reparo 

após a remoção do mesmo (STASHENKO et al.,1992; DE DEUS et al., 2015; 

VENSKUTONIS et al., 2015; KHALIGHINEJAD et al., 2016). Além disso, a perio-

dontite apical tem etiologia heterogênea, onde diferentes combinações bacterianas 

podem resultar em resultados clínicos semelhantes e, a microbiota endodôntica varia 

entre indivíduos e cada indivíduo apresenta um perfil bacteriano único, relativamente 

ao tipo de espécies presentes e à sua abundância (DE SOUSA et al., 2019). Nesse 

sentido, a relação entre resistência do hospedeiro versus a contaminação microbiana 

tem impacto direto no desenvolvimento e no reparo das doenças (HUSSEIN et al., 
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2016). A persistência da periodontite apical após a realização do tratamento endodôn-

tico pode estar relacionada à presença de perfurações radiculares, fraturas de instru-

mentos e à qualidade da obturação (CHUGAL et al., 2001; ABBAS et al., 2008; 

KANG et al., 2016). Entretanto, destaca-se que além dos cuidados durante o preparo 

biomecânico, recentemente a resistência do hospedeiro contra o potencial patogênico 

dos micro-organismos e a susceptibilidade a antimicrobianos comumente utilizados 

na endodontia tem sido estudada como um dos fatores que definem o sucesso ou in-

sucesso após o tratamento endodôntico (LIAPATAS et al., 2003; LIN et al., 2005; 

BARREIROS et al., 2018a; BARREIROS et al., 2018b; MAZZI-CHAVES et al., 

2018; ROMUALDO et al., 2018). 

Nas últimas décadas, o entendimento das contribuições genéticas para o risco de 

desenvolvimento da periodontite apical e o risco de apresentar a periodontite apical 

persistente tem sido explorado em alguns estudos (SIQUEIRA et al., 2009; MOR-

SANI et al., 2011; MENEZES SILVA et al., 2012; AMAYA et al., 2013; RÔÇAS et 

al., 2014; DILL et al., 2015; ALGHOFAILY et al., 2018; BARREIROS et al., 2018a; 

BARREIROS et al., 2018b; MAZZI-CHAVES et al., 2018; ROMUALDO et al., 

2018). Em uma revisão recente, AMINOSHARIAE & KULILD (MAHESHWARI et 

al., 2016) mostraram que os polimorfismos genéticos podem ser modificadores bio-

lógicos de alguma suscetibilidade individual. De fato, muitos desses estudos anterio-

res propuseram que alguns polimorfismos genéticos podem ser marcadores genéticos 

para o desenvolvimento e instalação da periodontite apical persistente (MORSANI et 

al., 2011; MENEZES SILVA et al., 2012; AMAYA et al., 2013; GOMES et al., 2013; 

RÔÇAS et al., 2014; SIQUEIRA et al., 2009; AMINOSHARIAE et al., 2015; 

MAHESHWARI  et al., 2016; ALGHOFAILY et al., 2018; BARREIROS et al., 

2018a; BARREIROS et al., 2018b; DESSAUNE NETO et al., 2018 ; HUANG et al., 

2018; MAZZI-CHAVES et al., 2018; PARADOWSK GORYCKA et al., 2018).  

A liberação de citocinas e mediadores pró e anti-inflamatórios são comprovada-

mente associadas à progressão da lesão periapical e à indução da osteoclastogênese 

(DA SILVA et al., 2012; BEZERRA DA SILVA et al., 2014; BARREIROS et al., 

2018a; BARREIROS et al., 2018b; DESSAUNE NETO et al., 2018; MAZZI-CHA-

VES et al., 2018; SALLES et al., 2018) e sinalizam as funções de defesa e reparo do 

organismo (STASHENKO et al., 1990; SILVA et al., 2007; HIRAI et al., 2018). As 

citocinas funcionam como mensageiros e representam uma família de glicoproteínas 

que coordenam processos biológicos, como desenvolvimento embrionário, 
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imunidade, hematopoiese e reparo (ALEXANDER, 2002; LARSEN, RÖPKE, 2002; 

ALEXANDER, HILTON, 2004). Na lesão periapical, as citocinas anti-inflamatórias 

são responsáveis por coordenar a atividade das células inflamatórias e de reparo, tais 

como macrófagos teciduais. Já as citocinas pró-inflamatórias estimulam o processo 

de reabsorção e inibem a neoformação óssea (STASHENKO et al., 1990; SILVA et 

al., 2007; GRAVES et al., 2011). Estudos in vivo com animais knockout confirmaram 

a relação entre o infiltrado inflamatório e a síntese de citocinas associadas à indução 

da osteoclastogênese e progressão da lesão periapical (LARSEN, RÖPKE, 2002; DA 

SILVA et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2015).  

Neste estudo, o foco será o fator de necrose tumoral- ⍺ (TNF-⍺), uma citocina 

que é supra-regulada em lesões periapicais experimentais e em humanos, principal-

mente naquelas lesões que se apresentam mais ativas, com maior expressão do ligante 

do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL) do que de osteoprotegerina 

(OPG) (WANG, STASHENKO, 1991; WANG et al., 1997; KAWASHIMA et al., 

1999; PRSO et al., 2007; GARLET et al., 2012; ARAUJO PIRES et al., 2014; RO-

MUALDO et al., 2018; JESUS et al., 2019; NIKOLIC et al., 2019). O TNF-⍺ exerce 

sua função através dos receptores de superfície 1 e 2, sendo que a maior parte dos 

efeitos antimicrobianos e pró-inflamatórios do TNF-⍺ é mediada pelo receptor 1 

(TNFRSF1A) enquanto os efeitos anti-inflamatórios são mediados pelo receptor 2 

(TNFRSF1B) (PESCHON et al., 1998).  

Cabe salientar que nem todos os indivíduos apresentam a mesma resposta feno-

típica frente a determinado estímulo e tratamento. Isso ocorre devido às diferenças na 

sequência do DNA humano, que influenciam na susceptibilidade do organismo frente 

a doenças e nas suas respostas ao meio ambiente, diferenças essas que são considera-

das normais e que, quando encontradas em mais de 1% da população, recebem a de-

nominação de polimorfismos genéticos (BROOKES et al., 1999; CARNEIRO et al., 

2017). O tipo mais comum de polimorfismo é o que envolve um nucleotídeo, cha-

mado de polimorfismo de nucleotídeo único, polimorfismo de transição ou SNPs (sin-

gle nucleotide polymorphisms), onde ocorre a substituição de um nucleotídeo por ou-

tro ocorrendo a troca de um par de bases, podendo ainda assim afetar a expressão de 

proteínas, a estrutura e a função de um gene (SACHIDANANDAM et al., 2001). A 

maioria dos SNPs ocorre em espaços intergênicos ou em componentes não codifica-

dores de genes, portanto não apresentam repercussão funcional. Porém, os SNPs tam-

bém podem ocorrer em regiões promotoras, codificadoras ou regulatórias do genoma, 
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afetando assim a expressão gênica, bem como podem influenciar na estabilidade do 

RNAm e na eficiência do processo de tradução. Dessa forma, polimorfismos genéti-

cos podem alterar a síntese de uma proteína e também a função celular, o que pode 

ter íntima relação com a patogênese das alterações periapicais uma vez que SNPs de 

alguns genes podem modificar o risco do paciente na expressão fenotípica da doença 

(SCHORK et al., 2000; CHASMAN, ADAMS, 2001; SACHIDANANDAM et al., 

2001; WAN et al., 2001; TAKASHIBA, NARUISHI, 2006; BARREIROS et al., 

2018a; BARREIROS et al., 2018b; DESSAUNE NETO et al., 2018).  

A interação entre sinais moleculares, influência genética e sinais clínicos ainda 

não foi completamente elucidada. Nos últimos anos, têm sido evidenciadas interações 

entre polimorfismos genéticos e o desenvolvimento, progressão e reparo da lesão pe-

riapical em genes ligados aos processos de inflamação e do metabolismo ósseo, como 

IL1B, IL6, IL8, IL10, TNF, RANK, RANKL, OPG, MMP1, MMP2, MMP3, MMP8 

e HIF1A (YOSHIE et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2009; MORSANI et al., 2011; 

MENEZES SILVA et al., 2012; RÔÇAS et al., 2014; DILL et al., 2015; EVROSI-

MOVSKA et al., 2015; ALGHOFAILY et al., 2018; BARREIROS et al., 2018a; 

BARREIROS et al., 2018b; DESSAUNE NETO et al., 2018; MAZZI-CHAVES et 

al., 2018). No entanto, estes estudos ainda são controversos em alguns pontos, sendo 

limitados por variáveis metodológicas e amostrais, do ponto de vista da doença, do 

tratamento e também de fatores étnicos e individuais (MAHESHWARI et al., 2016; 

TROMBONE et al., 2016). Além disso, poucos estudos relatam a associação entre 

polimorfismos genéticos e lesões periapicais persistentes (SIQUEIRA et al., 2009; 

AMAYA et al., 2013; ALGHOFAILY et al., 2018; BARREIROS et al., 2018a; BAR-

REIROS et al., 2018b; DESSAUNE NETO et al., 2018; MAZZI-CHAVES et al., 

2018).  

Desta forma, tornam-se necessários mais estudos na área, visandose o entendi-

mento sobre a influência de variações polimórficas na lesão periapical persistente 

(MAHESHWARI et al., 2016; BARREIROS et al., 2018a; BARREIROS et al., 

2018b; DESSAUNE NETO et al., 2018; MAZZI-CHAVES et al., 2018). Conside-

rando que os índices de insucesso endodôntico em casos de lesões periapicais persis-

tentes possam estar associados a fatores microbianos, fatores do tratamento endodôn-

tico e do protocolo restaurador, e possam também ter relação com as características 

do hospedeiro, torna-se necessário o conhecimento de fatores relacionados à genética 

do indivíduo. Portanto, com base na busca sistemática realizada na literatura, torna-
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se oportuno investigar as relações e os impactos de polimorfismos genéticos no me-

diador solúvel TNF-α, bem como seus receptores TNFRSF1A e TNFRSF1B, na sus-

cetibilidade do hospedeiro às lesões periapicais persistentes, uma vez que essas vari-

ações podem estar relacionadas ao desenvolvimento dessas lesões. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 A proposta do presente estudo foi investigar aspectos relacionados às lesões peri-

apicais persistentes, por meio de avaliação clínica, radiográfica e da discriminação alélica 

por PCR em tempo real em DNA obtido da saliva para identificação de polimorfismos 

nos genes TNF, TNFRSF1A e TNFRSF1B. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Casuística e critérios de elegibilidade da amostra 

 O universo amostral foi constituído por 2366 pacientes que foram submetidos ao 

tratamento endodôntico na Clínica de Endodontia da Faculdade de Odontologia de Ribei-

rão Preto a partir de um banco de dados com as informações de saúde e do tratamento 

prestado, banco esse que permitiu o acompanhamento clínico e radiográfico desses paci-

entes a partir do ano de 2013 até a presente data. Com relação ao tratamento, o universo 

amostral incluía casos com ausência e casos com presença de lesão periapical instalada 

no momento do tratamento. A partir desse total foi realizada análise e seleção de pacientes 

candidatos à pesquisa, totalizando assim, um universo de 313 pacientes que foram cha-

mados para acompanhamento clínico/ radiográfico e coleta de saliva, posteriormente sub-

metidos aos critérios de inclusão e exclusão da pesquisa. Quando necessário, exames de 

tomografia computadorizada foram solicitados e analisados.  

 De acordo com os critérios de inclusão desse estudo foram selecionados pacientes 

que apresentavam necrose pulpar e lesão periapical instalada no momento do tratamento 

endodôntico, sendo esse tratamento finalizado a no mínimo um ano antes da consulta de 

acompanhamento, conforme metodologia previamente estabelecida (SIQUEIRA et al., 

2009; MORSANI et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2011; RÔÇAS et al., 2014). Já com 

relação aos critérios de exclusão, pacientes que apresentaram tratamento endodôntico 

e/ou restaurador insatisfatórios (obturação com mais de 2 mm aquém do ápice radiográ-

fico; sobreobturação; instrumentos fraturados; porosidade; canais não obturados; ausên-

cia de selamento coronário ou restaurações com infiltração marginal), fratura do elemento 

dental, indivíduos portadores de alguma síndrome e/ou imunologicamente comprometi-

dos, bem como pacientes que não assinaram o TCLE autorizando a participação na pes-

quisa ou não compareceram para acompanhamento do caso foram considerados inelegí-

veis para este estudo. Dessa forma, a população final avaliada nesse estudo foi composta 

por 212 indivíduos (151 mulheres e 61 homens), com idade variando entre 16 e 83 anos. 
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3.2 Avaliação de parâmetros clínicos e radiográficos  
Com base nos sinais clínicos e radiográficos, iniciais e do momento da consulta 

de acompanhamento, foi realizada a seleção de pacientes com lesão periapical persistente, 

conforme a presença de uma ou mais condições descritas na Tabela 1, de acordo com os 

critérios previamente estabelecidos por MORSANI et al. 2011, MAZZI-CHAVES et al. 

2018, PETEAN et al. 2018 e PETEAN et al. 2019. Foram avaliados ainda os aspectos do 

tratamento endodôntico relacionados à qualidade da obturação e à persistência da lesão 

como sub ou sobre obturação, extravasamento de material obturador (cimento endodôn-

tico ou guta-percha) e presença de espaços vazios. 

 
Tabela 1. Critérios utilizados para determinação da saúde periapical após o tratamento endodôn-
tico. 

Lesão periapical persistente Reparo da lesão 

Ausência de cura da lesão radiograficamente Resolução completa da lesão em um intervalo mínimo de um ano 
após o tratamento 

Lesão periapical radiograficamente preexistente, em tamanho pró-
ximo ou maior ao inicial Ausência de destruição tecidual evidente 

Tratamento completo há mais de um ano, com presença de sinais 
e/ou sintomas de doença Ausência da perda de função 

Presença de sinais e/ou sintomas clínicos de desordem periapical 
(Exemplo: dor, edema ou fistula) Ausência de dor, edema e fístula 

 

 

Figura 1. Radiografias periapicais utilizadas para avaliação e determinação da saúde periapical 
antes e após o tratamento endodôntico: (A) Radiografia inicial antes do tratamento endodôntico, 
em que observa-se dente 32 com rarefação óssea apical; (B) Radiografia de acompanhamento, 12 
meses após o tratamento endodôntico, em que observa-se tratamento endodôntico realizado e en-
contra-se em processo de reparo da lesão periapical, em que é possível observar a neoformação do 
trabeculado ósseo e continuidade da lâmina dura.   
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 Dessa forma, após submissão aos critérios de elegibilidade e conforme as 

características observadas após o tratamento endodôntico, a população do estudo foi di-

vidida em dois grupos: Lesão periapical persistente x Reparação da lesão, conforme ilus-

trado na Figura 2: 

 
Figura 2. Fluxograma dos grupos experimentais, de acordo com os critérios clínicos e radiográficos 

para determinação da saúde periapical após o tratamento endodôntico. 

 

3.3 Coleta de material biológico (saliva) como fonte de material genômico  

 Durante a consulta de acompanhamento, após autorização pelo paciente, amostras 

de saliva foram coletadas como fonte de DNA genômico. As amostras foram coletadas 

por meio de bochecho com 5 mL de solução salina 5% durante 1 minuto, e todo o volume 

do bochecho acondicionado em tubos falcon de 15 mL (Corning Inc., Corning, NY, 

EUA). Os tubos contendo amostras de saliva foram centrifugados a 550 rpm durante 10 

minutos para sedimentação do pellet de células. O sobrenadante foi descartado em hipo-

clorito de sódio de 2,5% e o pellet ressuspendido em 1mL de tampão de extração (Tris-

HCl 10mM, pH 7.8; EDTA 5mM; SDS 0.5%). Posteriormente, as amostras foram trans-

feridas para tubos eppendorf de 1,5 mL e congeladas a -20ºC.  

 

3.4 Extração do DNA 

 As amostras foram descongeladas e incubadas com 100 ng/mL [4 μL de Protei-

nase K (Fungal, Invitrogen Laboratories, Cat no25530-015) a 25 mg/mL] em banho-ma-

ria a 56º C overnight e então submetidas a processos de precipitação utilizando-se 400 μL 

de solução de acetato de amônio a 10 M. A seguir, os tubos agitados manualmente por 5 
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minutos; centrifugados por 15 minutos (12000 rpm) e o sobrenadante de cada amostra 

dividido em dois tubos eppendorf de 700μL cada. O mesmo volume de álcool isopropílico 

refrigerado (700 μL) foi adicionado em cada tubo e agitado vigorosamente. A formação 

de "nuvem de DNA” foi observada em cada tubo de todas as alíquotas e então centrifu-

gadas por 20 minutos com 12000 rpm a 40ºC. E o sobrenadante descartado, com cuidado 

para não deslocar o pellet de DNA, e 1 mL de etanol 70% gelado adicionado para poste-

rior centrifugação por 15 minutos com 12000 rpm a 40ºC. Posteriormente o sobrenadante 

foi descartado e o tubo ficou aberto e emborcado em papel para secar por pelo menos 30 

minutos e evaporar o excesso de etanol 70%. O pellet de DNA foi ressuspendido em 50 

μL de tampão de extração (TE) e congelado a -20ºC. A pureza e quantificação do DNA 

foram determinadas por meio de um espectrofotômetro (Nanodrop 1000; Thermo Scien-

tific, Wilmington, DE, USA). 

 

3.5 Seleção dos Polimorfismos Genéticos e Genotipagem por PCR em tempo real 

 Para a avaliação das variações genéticas foram utilizados polimorfismos em genes 

reguladores do processo da resposta imuno-inflamatória (TNF-α, TNFRSF1A e 

TNFRSF1B), sendo selecionados polimorfismos baseados em estudos prévios de associ-

ação (SALLES et al., 2017), que se classificam como potencialmente funcionais, ou por 

influenciarem a expressão gênica. Foram utilizados os bancos de dados dbSNP do NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp) e as variações polimórficas dos genes 

TNF, TNFRSF1A e TNFRSF1B foram selecionadas e avaliadas com auxílio do banco de 

dados da Universidade da Califórnia, Santa Cruz (USCS Genome Bioinformatics - 

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway), em que foram verificadas a frequência de 

genótipos e alelos. Devido aos dados do HapMap Project e dbSNP serem derivados de 

populações não-brasileiras, os genótipos gerados nesse estudo puderam ser utilizados 

para uma análise da distribuição dos polimorfismos na nossa população. Os genes e po-

limorfismos genéticos selecionados estão descritos na Tabela 2. 
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Tabela 2. Descrição dos genes e polimorfismos genéticos selecionados para a avaliação no pre-
sente estudo. 

Gene Polimorfis-
mos Trocas de bases Consequência funcional Global MAF 

TNF-α rs1800629 ATG[A/G]GGA Intron variant 0.155316 

TNFRSF1A rs1800693 CAC[C/T]TCT Intron variant 0.402034 

TNFRSF2B rs1061622 GCA[G/T]GGA Initiator codon variant 0.234979 

 
  O ensaio de genotipagem dos polimorfismos selecionados foi executado segundo 

o método PCR utilizando ensaios TaqMan® de discriminação alélica adquiridos da em-

presa Applied Biosystems (Foster City, Califórnia, EUA), em conjunto com uma solução 

denominada TaqManTM Genotyping Master Mix®. Cada ensaio incluiu um par de pri-

mers flanqueadores da região do polimorfismo bem como sondas específicas para a iden-

tificação dos alelos, compostas de dois oligonucleotídeos - desenhados um para cada se-

quência resultante da mudança de base - conjugados com fluoróforos que emitem fluo-

rescência em comprimentos de ondas diferentes, denominados VICTM e FAMTM utili-

zando o aparelho StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, EUA), e a partir dela o software fornecido junto com o equipamento per-

mitiu efetuar a discriminação alélica das amostras.  

 

3.6 Análise estatística 

 Os grupos de análise foram categorizados como “Lesão periapical persistente” 

(LPP) e “Reparo da lesão” (RL) de acordo com a frequência genotípica e a distribuição 

dos alelos (MAZZI-CHAVES et al. 2018, PETEAN et al. 2018, e PETEAN et al. 2019). 

Todos os dados foram analisados por meio do software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, 

San Diego, CA, EUA). As diferenças de idade entre os grupos foram calculadas usando 

o teste T. O teste exato de Fisher e teste qui-quadrado de Pearson foram usados para 

comparações de gênero, raça, condição médica e hábitos entre os indivíduos dos grupos. 

Para avaliar se algum grupo esteve associado com algum perfil alélico e/ou genotípico no 

modelo convencional, dominante ou recessivo foram utilizados a razão de chance (odds 

ratio), o teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher. O equilíbrio de Hardy-Weinberg 

foi avaliado usando o teste qui-quadrado dentro de cada polimorfismo. O nível de signi-

ficância utilizado foi de 5% para todas as análises. 
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4 RESULTADOS  

4.1 Análise das características observadas nos grupos de estudo 

 A população do estudo foi composta por 212 indivíduos, dos quais 101 foram 

incluídos como “Lesão periapical persistente” (LPP) e 111 como “Reparação da lesão” 

(RL). O tempo de acompanhamento dos casos foi de no mínimo 12 meses após a conclu-

são do tratamento endodôntico. As características sócio-demográficas, condições médi-

cas e hábitos de saúde observadas em cada um dos grupos estão descritas na Tabela 3. A 

idade dos indivíduos variou de 16 a 83 anos, com média de 46,3 ± 13,6 anos.  

 Sessenta e sete pacientes apresentaram alguma alteração médica, incluindo diabe-

tes, hipertensão e outras condições que podiam atuar como modificadores da doença. 

Quarenta reportaram ser fumantes. Nenhuma das características avaliadas apresentou di-

ferença estatisticamente significante entre os grupos (p>0,05). 

Tabela 3. Distribuição das características observadas entre os indivíduos dos grupos de estudo. 

Característica Total de indiví-
duos (n=212) 

Lesão Periapical 
Persistente 

(n=101) 

Reparação da 
lesão 

(n=111) 
p 

Média de idade ± 
Desvio padrão 46,3 (13,6)  45,3(13,6) 47,3 (13,8) 0,29* 

Gênero     

Homem (%) 61(28,8) 32(52,5) 29(47,5) 
0,37** 

Mulher (%) 151(71,2) 69(45,7) 82(54,3) 

Raça     

Branco (%) 114(53,8) 57(50,0) 57(50,0) 

0,76** Pardo (%) 67(31,6) 30(44,8) 37(55,2) 

Negro (%) 31(14,6) 14(45,2) 17(54,8) 

Alteração médica     

Sim (%) 67(31,6) 34(50,8) 33(49,2) 
0,54** 

Não (%) 145(68,4) 67(46,2) 78(53,8) 

Fumante     

Sim (%) 40(18,9) 21(52,5) 19(47,5) 
0,49** 

Não (%) 172(81,1) 80(46,5) 92(53,5) 

 
*Teste-T; **Teste do qui-quadrado. 
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4.2 Análise dos polimorfismos genéticos  

 A frequência genotípica e a distribuição dos alelos entre os grupos do estudo estão 

demonstradas nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. Todos os polimorfismos genéticos es-

tudados estavam em equilíbrio de Hardy-Weinberg. Em relação ao polimorfismo 

rs1800629 em TNF-α, houve associação entre a distribuição genotípica entre os grupos 

estudados (p=0,01) e entre a distribuição alélica (p=0,0006). Em indivíduos que apresen-

taram o alelo A houve um menor risco a lesões periapicais persistentes (p=0,0006; OR 

0,32, IC 0,16-0,64). Na análise do modelo dominante e recessivo, indivíduos que apre-

sentaram pelo menos um alelo A (AA+AG X GG), no polimorfismo rs1800629 em TNF-

α, apresentaram maior chance ao reparo da lesão (p= 0,0030; OR 3,10; IC 1,40-6,90). 

Não houve associação entre os polimorfismos rs1800693 e rs1061622 e a lesão periapical 

persistente nos modelos aditivo, recessivo e dominante (p>0,05). 

Tabela 4. Distribuição dos genótipos em TNF-α, TNFRSF1A e TNFRSF1B. 

Gene  

(Polimorfismo) Grupo Genótipo n  
(%) 

TNF-α (rs1800629) 

 GG AG AA p* 

LPP 87 (88,8) 9 (9,2) 2 (2,0) 
0,01 

RL 72 (72,0) 20 
(20,0) 8 (8,0) 

TNFRSF1A (rs1800693) 

 TT CT CC p* 

LPP 42 (42,4) 44 
(44,4) 13 (13,2) 

0,38 
RL 43 (41,3) 53 

(51,0) 
8   

(7,7) 

TNFRSF1B (rs1061622) 

 TT GT GG p* 

LPP 69 (68,3) 27 
(26,7) 5 (5,0) 

0,23 
RL 70 (68,6) 31 

(30,4) 1 (1,0) 

*Teste do qui-quadrado. Números em negrito representam diferença estatisticamente sig-

nificante (p≤0,05); OR indica a odds-ratio e IC representa o intervalo de confiança. 
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Tabela 5. Distribuição dos alelos em TNF-α, TNFRSF1A e TNFRSF1B entre os grupos de estudo. 

Gene  
(Polimorfismo) Grupo Alelo n 

(%) 

TNF-α 
(rs1800629) 

 
A G p* OR  

(IC 95%) 

 LPP 
13 (6,6) 183 (93,4) 

0,0006 0,32 (0,16-0,64) 
 RL 

36 (18,0) 164 (82,0) 

TNFRSF1A 
(rs1800693) 

 
T C p* OR  

(IC 95%) 

 LPP 
128 (64,7) 70 (35,3) 

0,64 0,91 (0,60-1,40) 
 RL 

139 (66,8) 69 (33,2) 

TNFRSF1B 
(rs1061622) 

 
G T p* OR  

(IC 95%) 

 LPP 
37 (18,3) 165 (81,7) 

0,57 1,62(0,69-1,90) 
 RL 

33 (16,2) 171 (83,8) 

*Teste do qui-quadrado. Números em negrito representam diferença estatisticamente significante 

(p!0,05); OR indica a odds-ratio e IC representa o intervalo de confiança. 
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5 DISCUSSÃO  

Nos últimos anos, têm sido propostas interações entre polimorfismos genéticos e 

a periodontite apical crônica em genes ligados aos processos de inflamação e do metabo-

lismo ósseo, como IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, FcγRIIIa, TNF, RANK, RANKL, OPG, 

MMPS, TIMPS, DEFB1, BMP2, BMP4, SMAD6, RUNX2 e WNT (SIQUEIRA et al., 

2009; SIQUEIRA et al., 2011; MORSANI et al., 2011; MENEZES-SILVA et al., 2012; 

AMAYA et al., 2013; ROCAS et al., 2014; DILL et al., 2015; EVROSIMO-VSKA et al., 

2015; MAHESHWARI et al., 2016; TROMBONE et al., 2016; MAZZI-CHAVES et al., 

2018; SALLES et al., 2018; DE SOUSA et al., 2019; PETEAN et al., 2019; TORRES et 

al., 2020; ANTUNES et al., 2021; KUCHLER et al., 2021). Nesse sentido, a literatura 

evidencia a associação de componentes genéticos no estabelecimento, progressão, croni-

ficação e reparo da lesão periapical (SIQUEIRA & ROÇAS, 2009; MORSANI et al., 

2011; MENEZES-SILVA et al., 2012; AMAYA et al., 2013; RO-ÇAS et al., 2014; DILL 

et al., 2015; ALGHOFAILY et al., 2018;BARREIRO et al., 2018a; BARREIRO et al., 

2018b; MAZZI-CHAVES et al., 2018; ROMUALDO et al., 2018), uma vez que polimor-

fismos genéticos são modificadores biológicos de cada indivíduo que podem desencadear 

diferentes respostas imunes, quando desafiados por infestações microbianas, como no 

caso da lesão periapical (AMINOSHAIRE & KULILD, 2015). 

No presente estudo, observou-se associação entre polimorfismos genéticos em 

TNF-⍺ (rs1800629) com a persistência de lesões periapicais entre a distribuição genotí-

pica entre os grupos estudados (p=0,01) e entre a distribuição alélica (p=0,0006), sendo 

que indivíduos que apresentaram o alelo A tiveram menor risco a lesões periapicais per-

sistentes na análise do modelo aditivo (p=0,0006; OR 0,32, IC 0,16-0,64), o que tam-bém 

foi verificado na análise do modelo dominante e recessivo, uma vez que indivíduos que 

apresentaram pelo menos um alelo A (AA+AG X GG), no polimorfismo rs1800629 em 

TNF-α, apresentaram maior chance ao reparo da lesão (p= 0,0030; OR 3,10; IC 1,40-

6,90). Por outro lado, não houve associação entre os polimorfismos rs1800693 em 

TNFRSF1A e rs1061622 em TNFRSF1B, e a lesão periapical persistente nos modelos 

aditivo, recessivo e dominante (p>0.05). Dessa forma, a hipótese nula do presente traba-

lho foi rejeitada para o polimorfismo rs1800629 em TNF- α e aceita para os polimorfis-

mos em TNFRSF1A e TNFRSF1B, rs1800693 e rs1061622 respectivamente. 

Com relação às metodologias de análise, nos últimos anos a avaliação da associ-

ação entre polimorfismos genéticos e a expressão de moléculas envolvidas nos processos 

de inflamação e de ativação celular tem sido realizada por meio de metodologias que 
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incluem a utilização de enzimas de restrição para detecção dos polimorfismos, DNA ar-

rays, PCR (Reação em cadeia da polimerase) por eletroforese em gel de agarose, PCR em 

tempo real e PCR associado ao Sistema Taqman (RANADE et al., 2001; HIRATA et al., 

2006), a qual foi selecionada para análise no presente estudo. 

Os polimorfismos genéticos avaliados no presente estudo estão ligados a varia-

ções no gene que codifica o fator de necrose tumoral-⍺ (TNF-⍺), citocina supra-regulada 

em lesões periapicais experimentais e em humanos, principalmente em casos de lesões 

ativas com maior reabsorção óssea decorrente da maior expressão de RANKL (ligante do 

receptor ativador do fator nuclear kappa B) em relação a OPG (osteoprotegerina) (WANG 

& STASHENKO, 1991; WANG, TANI-ISHII & STASHENKO, 1997; KAWASHIMA 

& STASHENKO, 1999; PRSO et al., 2007; GARLET et al., 2012; ARAUJO-PIRES et 

al., 2014; NIKOLIC et al., 2019; ROMUALDO et al., 2018; JE-SUS et al., 2019). O 

polimorfismo genético rs1800629 já foi avaliado com relação a doenças ósseas, desor-

dens têmporo-mandibulares, doenças periodontais e doenças auto-imunes (MOFFETT et 

al., 2005; KOTRYCH et al., 2016; JIN, ZHOU & ZHANG, 2018; CHEN et al., 2019; 

LIAO et al., 2019; SHI et al., 2020). A literatura evidencia associação entre a o alelo A 

na variação rs1800629 em TNF-⍺ como fator protetor a doenças relacionadas ao metabo-

lismo ósseo, tais como osteoporose e risco de fraturas ósseas (MOFFETT et al., 2005; 

KOTRYCH et al., 2016; JIN, ZHOU & ZHANG, 2018), dados que corroboram com os 

resultados observados no presente estudo.  

Por outro lado, dentre as variações em TNF-⍺, embora a substituição pelo alelo A 

tenha sido relacionado a maiores níveis de TNF-⍺ (LOUIS et al., 1998), a variação 

rs1800629 em TNF-⍺ não teve relação com as manifestações clínicas da periodontite api-

cal crônica e aguda (SÁ et al., 2007; AMAYA et al., 2013). SHI et al., (2020) relataram 

em um artigo de revisão um maior risco ao desenvolvimento de doenças periodontais em 

pacientes diabéticos asiáticos relacionado a variação rs1800629 em TNF-⍺, o que pode 

ter relação com maiores níveis de TNF-⍺, apesar do estudo relatar que tais dados ainda 

são inconclusivos na literatura. Entretanto, embora a substituição pelo alelo A tenha sido 

relacionada a maiores níveis de TNF-⍺ (LOUIS et al., 1998), a variação rs1800629 em 

TNF-⍺ não teve relação com as manifestações clínicas da periodontite apical crônica e 

aguda (SÁ et al., 2007; AMAYA et al., 2013). Além disso, JAKOVLJEVIC et al., (2021) 

observaram, em um estudo de revisão sistemática e meta-análise, não  haver associação 

entre a variação rs1800629 e o desenvolvimento de lesões periapicais, sendo que os 
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autores reforçam o baixo nível  de evidencia científica nos estudos observados, reiterando 

a necessidade de estudos multicêntricos bem concebidos desde o nível  Tais diferenças 

entre os resultados observados com os obtidos no presente estudo podem ser atribuídas a 

questões metodológicas e amostrais, principalmente devido ao perfil inflamatório de pa-

cientes diabéticos, que apresentam uma tendência a maior expressão de citocinas infla-

matórias, como TNF-⍺ que consiste em um dos principais alvos terapêuticos da diabetes 

(KOULMANDA et al., 2012). Vale ressaltar que os estudos de associação genética rea-

lizados nas últimas duas décadas sugerem que a hereditariedade também pode afetar o 

curso clínico e desenvolvimento da lesão periapical, uma vez que polimorfismos em ge-

nes que codificam citocinas pró-inflamatórias são considerados potenciais marcadores 

genéticos de lesões periapicais (JAKOVLJEVIC et al., 2021). Além disso, cabe salientar 

que as diferenças podem ser também atribuídas a questões populacionais, uma vez que a 

população asiática pode apresentar frequência alélica diferente da população brasileira 

em relação a substituição entre os alelos A/G. Dessa forma, torna-se importante a reali-

zação de estudos multicêntricos compostos por diferentes populações e grupos étnicos, 

visando melhor entendimento acerca da associação ou não entre tais fatores genéticos e a 

etiopatogênese da lesão periapical (JAKOVLJEVIC et al., 2021). 

A partir disso, tendo em vista que o TNF-⍺ exerce sua função através dos recep-

tores de superfície 1 e 2, sendo que a maior parte dos efeitos antimicrobianos e pró-infla-

matórios do TNF-⍺ é mediada pelo receptor 1 (TNFRSF1A) enquanto os efeitos anti-

inflamatórios são mediados pelo receptor 2 (TNFRSF1B) (PESCHON et al., 1998), poli-

morfismos nesses genes também foram incluídos nesse estudo. A variação rs1800693 em 

TNFRSF1A já foi avaliada em relação a esclerose múltipla, doença celíaca, doenças au-

toimunes e câncer (DASHITI et al., 2020; SHAO et al., 2018; ROSSI et al., 2015; XU et 

al., 2014; COMABELLA et al., 2013), sendo que somente houve associação com a es-

clerose múltipla avaliada na população específica do Kwait (DASHITI et al., 2020) e 

câncer de mama em pacientes da China (XU et al., 2014). Dessa forma, a ausência de 

associação entre tal variação no gene TNFRSF1A com doenças autoimunes e esclerose 

múltipla em outras populações corroboram com os resultados observados no presente es-

tudo, que também não evidenciou associação entre o polimorfismo rs1800693 em 

TNFRSF1A e o desenvolvimento de lesões periapicais persistentes (p>0.05). 

Já com relação a variação rs1061622 em TNFRSF1B, tal polimorfismo foi avali-

ado em relação a doenças autoimunes, diabetes e artrite reumatoide (TOONEN et al., 

2008; TABASSUM et al., 2009; VASILOPOULOS et al., 2011; CHEN et al., 2015; XIE 
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et al., 2016), não havendo associação em nenhuma das populações avaliadas assim como 

observado no presente estudo, no qual não houve relação entre o polimorfismo rs1061622 

em TNFRSF1B e o desenvolvimento de lesões periapicais persistentes (p>0,05). 

Entretanto, cabe salientar que o desenvolvimento de lesões periapicais persisten-

tes está também relacionada com o tratamento endodôntico propriamente dito, uma vez 

que com relação às suas taxas de sucesso, os números variam entre 66 e 90% dos casos, 

sendo relacionados principalmente com fatores microbianos, fatores mecânicos e com a 

qualidade do tratamento endodôntico e do protocolo restaurador, os quais têm influência 

direta sobre o prognóstico do dente, sobretudo nos casos de alterações periapicais (WU 

et al., 2009; SETZER et al., 2011; ZUOLO et al., 2012; CRAVEIRO et al., 2015; EYU-

BOGLU et al., 2016; KANG et al., 2016; PEDRO et al., 2016; HE et al., 2017). Dessa 

forma, particularidades do tratamento como uso de medicação intracanal, seleção do ci-

mento obturador e protocolo restaurador são aspectos que estão intimamente ligados aos 

resultados do tratamento e que podem influenciar no reparo de alterações periapicais (RO-

ÇAS et al., 2014; CHUGAL et al., 2016; EYUBOGLU et al., 2016; HUSSEIN et al., 

2016; PEDRO et al., 2016; KHALIGHINEJAD et al., 2017; BORGES-SILVA et al., 

2017). 

Portanto, considerando que os genes avaliados no presente estudo fazem parte da 

cascata inflamatória envolvida na formação e reparo das lesões periapicais, a associação 

entre a variação rs1800629 em TNF-α com o desenvolvimento de lesões periapicais per-

sistentes sugere possíveis alvos terapêuticos interessantes para a prática clínica. Entre-

tanto, novos estudos tornam-se necessários para replicação dos dados obtidos bem como 

análise da expressão genica, síntese e atividade proteica das citocinas pro e anti-inflama-

tórias envolvidas na etiopatogenia e reparo da periodontite apical crônica. 
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6 CONCLUSÕES 

 Assim, com base na metodologia empregada e nos resultados obtidos neste es-

tudo, é lícito concluir que: 

1. Idade, gênero, raça, condição médica e hábitos de fumo não resultaram em diferenças 

com relação a resposta frente à terapia endodôntica. 

2. O polimorfismo genético rs1800629 em TNF-α esteve associados como fator de pro-

teção ao desenvolvimento de lesões periapicais persistentes após o tratamento endodôn-

tico. 

3. Os polimorfismos genéticos nos receptores de TNF (TNFRSF1A e TNFRSF1B), rs 

1800693 e 1061622 respectivamente, não estiveram associados ao desenvolvimento de 

lesões periapicais persistentes após o tratamento endodôntico. 

4. Polimorfismos genéticos em genes reguladores do processo inflamatório podem ser 

marcadores biológicos para lesões periapicais persistentes após o tratamento endodôn-

tico. 
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