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Anovazzi G. Investigação da funcionalidade de haplótipos no gene Interleucina 4 [Tese 
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RESUMO 
 

 A Doença Periodontal (DP) tem caráter multifatorial, com influência de fatores 

como a presença de microrganismos periodontopatogênicos, reação do sistema imune, 

suscetibilidade genética do hospedeiro, hábito de fumar, stress e presença de doenças 

sistêmicas. O tecido periodontal inflamado produz várias citocinas, dentre elas a 

interleucina 4 (IL-4). Estudos realizados por este grupo identificaram que indivíduos 

carregando os polimorfismos -590(T/C), +33(T/C) e VNTR(I/D) no gene IL4 formando o 

haplótipo TCI/CCI são 5 vezes mais suscetíveis à DP (Odds Ratio ajustado= 5,3; 95% 

Intervalo Confiança = 2,2 -12,9), enquanto o haplótipo TTD/CTI conferiu proteção contra 

o desenvolvimento da DP, Odds Ratio ajustado= 0,18 (95% Intervalo Confiança = 0,04 - 

0,88). Assim, para verificar a funcionalidade dos haplótipos no gene IL4, o objetivo deste 

estudo foi investigar possíveis diferenças na resposta imune frente a estímulos 

inflamatórios e de bactérias periodontopatogênicas em células coletadas do sangue de 

pacientes que carregam tais diferentes haplótipos. A funcionalidade dos referidos 

haplótipos no gene IL4 foi também investigada por meio da regulação da expressão do 

gene repórter presente em plasmídeos recombinantes construídos artificialmente 

(constructos). Foram coletados sangue periférico de 5 pacientes de cada haplótipo e 

estimulados com mediadores inflamatórios e bactérias periodontopatogênicas para se 

avaliar a expressão gênica (mRNA, RT-qPCR), proteínas secretadas (Multiplex) e 

proteínas intracelulares caracterizando o perfil fenotípico celular (Citometria de fluxo). 

Constructos contendo cada haplótipo foram transfectados em células JM e sua 
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funcionalidade foi avaliada por meio da expressão do gene repórter GFP utilizando 

citometria de fluxo. Independente do tipo de estímulo à que as culturas celulares foram 

submetidas, foram detectados níveis mais elevados de mRNA e da proteína IL-4 no grupo 

do haplótipo CTI/TTD, que também apresentaram níveis mais elevados de outras 

citocinas anti-inflamatórias. Culturas celulares com o haplótipo TCI/CCI  mostraram 

resultado oposto; isto é, níveis mais elevados de citocinas pró-inflamatórias. Observou-se 

também que o constructo TCI apresentou os maiores níveis de expressão de GFP em 

comparação ao constructo contendo apenas o polimorfismo na região promotora. 

Conclui-se que os haplótipos formados por polimorfismos no gene IL4 influenciaram os 

níveis de expressão genica e de proteínas. 

 

Palavras-Chave: Doenças periodontais. Polimorfismos genéticos. Expressão gênica.  
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Anovazzi G. Investigation of functionality of the haplotypes in the IL4 gene. [Tese de 

Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.  

 

ABSTRACT 
 

 Periodontal disease (PD) is multifactorial, with the influence of factors such as the 

presence of periodontopathogenic micro-reaction of the immune system, genetic 

susceptibility of the host, smoking, stress and presence of systemic diseases. The 

inflamed periodontal tissue produces various cytokines, among which interleukin 4 (IL-

4). Studies by this group found that subjects carrying the -590 polymorphism (T/C) +33 

(T/C) and VNTR (I/D) in the IL4 gene haplotype forming the TCI/CCI are 5 times more 

susceptible to PD (ORadjusted= 5.3; 95% CI = 2.2 - 12.9), while the TTD/CTI haplotype 

conferred protection against the development of PD (ORadjusted= 0.18; 95% CI = 0.04-

0.88). So, to check the functionality of the haplotypes in the IL4 gene, the aim of this 

study is to investigate possible differences in the immune response against inflammatory 

and periodontal bacteria stimuli in collected blood cells from patients with different 

haplotypes. The functionality of these haplotypes in the IL4 gene will also be investigated 

by means of regulation of expression of the reporter gene present in the recombinant 

plasmids constructed artificially (constructs). Peripheral blood was collected from 5 

patients of each haplotype and stimulated with inflammatory mediators and periodontal 

bacteria to assess the gene expression (mRNA RT-qPCR), secreted proteins (Multiplex) 

and intracellular proteins featuring cellular phenotypic profile (flow cytometry). 

Constructs containing each haplotype were transfected into cells JM and its functionality 

was evaluated by GFP reporter gene expression using flow cytometry. Regardless of the 

type of stimulation to which the cell cultures were subjected they were detected higher 
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levels of mRNA and protein of IL-4 haplotype in the group CTI/TTD, which also showed 

higher levels of other anti-inflammatory cytokines. Cell cultures to the haplotype 

TCI/CCI showed the opposite result; i.e., higher levels of pro-inflammatory cytokines. It 

was also observed that the TCI construct showed the highest levels of GFP expression 

compared to the construct containing only the polymorphism in the promoter region. In 

conclusion the haplotypes formed by polymorphisms in the IL4 gene influenced the gene 

expression levels and protein. 

 

Keywords: Periodontal diseases. Gene polymorphism. Gene expression.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

 A Doença Periodontal (DP) é caracterizada por um processo inflamatório 

destrutivo que afeta os tecidos de suporte do dente, a qual tem origem infecciosa 

(Fleming9 , 1999; Vergnes et al.31, 2009). O acúmulo de bactérias no sulco gengival pode 

desencadear um processo inflamatório que, se não tratado, destrói o periodonto, e 

eventualmente resulta em perda dos dentes (Heitz-Mayfield13, 2005).  

 A resposta do hospedeiro é considerada como fator chave na patogênese da 

periodontite (Darveau et al.7, 2000). Cerca de 20% das doenças periodontais é atribuída à 

variação bacteriana, 50% têm sido atribuídas à variância genética e mais de 20% ao uso 

de tabaco (Loss et al.17, 2003; Page et al 22, 2000). Dessa forma a doença periodontal é 

considerada uma patologia de caráter multifatorial (Loss et al.17, 2003). 

 Uma importante citocina relacionada com a resposta imune que apresenta 

variações genéticas associadas ao fenótipo de doença periodontal destrutiva é a IL-4. O 

gene IL4 compreende quatro exons, possui tamanho aproximado de 10 kb (GenBank nº 

M23442), e está localizado no cromossomo 5q31.1 (Arai et al.5, 1989), juntamente com 

outros genes de citocinas Th2, tais como: IL-3, -5, -9, -13 e -15 16. A IL-4 é uma citocina, 

derivada de células Th2, que desempenha várias funções importantes no sistema imune 

como: a) diminui potentemente a função de macrófagos; b) atua como mitógeno de 

células B e induz sua diferenciação após estímulo com LPS de bactérias; c) estimula a 

mudança do isotipo da célula B de IgM para IgE; d) diferencia linfócitos T virgens em 

subpopulações Th2 (Abbas et al.1, 2003). A IL-4 estimula células Th2 e inibe as funções 

de células Th1 (Bozkurt et al.6, 2006; Tsai et al.30, 2007). Por esses motivos o 

envolvimento da IL-4 na DP tem sido investigado, mostrando, contudo, resultados 
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contraditórios (Manhart et al.18, 1994; Michel et al.21, 2001; Salvi et al.25, 1998; Scarel-

Caminaga et al.26, 2003). Referente à quantidade de IL-4 encontrada no fluido sulcular de 

sítios afetados pela DP, que vão desde a ausência (Fujihashi et al.10, 1993; Michalowicz 

et al.20, 2000; Shapira et al.27, 1992; Yamamoto et al.32, 1997) ou baixa quantidade Salvi 

et al.25,1998) até alta concentração de IL-4 (Kamma et al.15, 2004). 

 Polimorfismos nos genes que codificam interleucinas podem explicar as 

diferenças individuais dos seus níveis proteicos, principalmente se dentro de regiões 

promotoras. Um estudo realizado pelo presente grupo de pesquisa investigou 

polimorfismos no gene IL4 em 250 indivíduos com e sem DP, e demonstrou que um 

polimorfismo de base única ou Single Nucleotide Polymorphism (SNP) no lócus –590  

(T/C; promoter region, rs2243250) do gene IL4 foi estatisticamente diferente quanto à 

frequência de alelos (p=0,021), e de genótipos (p=0,0008) entre os grupos com e sem 

DP4. A análise da “razão das chances” ou “Odds Ratio”(OR) demonstrou que indivíduos 

com pelo menos um alelo T têm 2,51 vezes mais chance de desenvolver DP (p=0,0008; 

OR = 2,51; 95% IC = 1,49 – 4,23). No lócus  +33(C/T, região 5’UTR or -34 contando a 

partir do codon de start; rs2070874), verificou-se diferença estatística na frequência de 

alelos (p= 0,0007) e de genótipos (p= 0,0067) entre os grupos Controle e DP, observando 

que indivíduos que possuem o alelo T (+33) estão mais protegidos contra o 

desenvolvimento da DP (OR=0.49; 95% IC= 0,33 – 0,73). Concordando com nosso 

estudo, Gonzales et al.11 (2007) investigaram os polimorfismos -590(T/C), +33(T/C) em 

indivíduos com periodontite agressiva, e demonstrou associação dos genótipos  -590T/T, 

+33T/T com esta patologia. Para o polimorfismo do tipo VNTR (repetição em tandem de 

número variável, inserção/deleção de 70 pb no intron 3, or indel, rs2234665), foi 
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observada diferença significativa na distribuição de alelos (p= 0,0031) e de genótipos (p= 

0,0026) entre os grupos controle e DP. Indivíduos com o alelo I (inserção de 70pb) foram 

2 vezes mais suscetíveis à DP (OR = 2,12  95% IC= 1,30-3,43). A análise dos genótipos 

reforçou a associação do alelo I com a suscetibilidade à DP (p=0,0006; OR = 2,62 95% 

IC= 1,48-4,65). Dessa forma, o haplótipo TCI/CCI formado pelos polimorfismos -590 

(T/C), +33(T/C) e VNTR (I/D), no gene IL4 se mostra 5 vezes mais suscetível ao 

desenvolvimento da DP (OR ajustado= 5,3; 95% Intervalo Confiança = 2,2 - 12,9). 

Enquanto que o haplótipo TTD/CTI foi associado à proteção contra o desenvolvimento 

da DP (OR ajustado= 0,18 (95% Intervalo Confiança = 0,04 - 0,88) (Anovazzi et al.4, 

2010). Um estudo realizado por Holla et al.14 (2008) investigando os mesmos 

polimorfismos em uma população Tcheca não verificou associação entre alelos e 

genótipos com a periodontite crônica, entretanto observou associação do haplótipo TTD 

com a doença. Recentemente uma meta análise sobre a associação entre os polimorfismos 

-590 (T/C), +33(T/C) e VNTR (I/D) e a suscetibilidade à DP confirmou que o alelo T e o 

genótipo TT do SNP -590(T/C) foram associados com risco aumentado de periodontite 

crônica em pacientes brancos (Shen et al.28, 2015). 

 Em sequência, nosso grupo de pesquisa verificou que comparando indivíduos 

geneticamente suscetíveis à DP (TCI/CCI) com os geneticamente protegidos (TTD/CTI) 

não houve diferença significante quanto à resposta ao tratamento periodontal por meio da 

análise dos índices clínicos periodontais. No entanto, a concentração da proteína IL-4 foi 

significativamente maior nos pacientes que carregavam o haplótipo TTD/CTI, 45 dias 

após o tratamento periodontal não-cirúrgico (Anovazzi et al.3, 2013). Também verificou-

se que indivíduos geneticamente suscetíveis à DP por carregarem o haplótipo TCI/CCI 
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tiveram maiores níveis de P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola quando comparados a 

pacientes geneticamente protegidos contra a DP por carregarem o haplótipo TTD/CTI no 

gene IL4 (Finoti et al.8, 2013).  

 Apesar dos resultados desses estudos clínicos e de associação caso-controle, não 

se sabe de que forma os referidos haplótipos podem influenciar a regulação da expressão 

de IL-4 e a colonização bacteriana, modulando a resposta imune relacionada à DP. 

Estudos enfocando a funcionalidade de SNPs contribuem para o conhecimento da 

relevância biológica ou da função utilizando controlados experimentos in vitro. 

Observando a literatura científica, tem sido notada maior tendência em investigar a 

funcionalidade de SNPs associados com diversas doenças.  

Portanto, pretende-se neste estudo investigar a funcionalidade dos referidos 

haplótipos no gene IL4, considerando: a relevância da resposta imune para o início e 

progressão das doenças periodontais;  a natureza dinâmica da resposta imune, tanto inata 

quanto adaptativa atuando simultaneamente e exercendo atividade modulatória recíproca;  

a escassez de informações sobre o papel funcional dos haplótipos no gene IL4; o fato dos 

polimorfismos/haplótipos neste gene serem frequentemente escolhidos para investigação 

em estudos de associação do tipo caso-controle com as mais diversas patologias. Com a 

realização do presente estudo acredita-se que é de grande relevância o preenchimento 

dessa lacuna no conhecimento da genômica funcional, dentro do contexto de doenças 

inflamatórias, inclusive da DP. Assim, este estudo foi realizado para tentar responder a 

hipótese de que os referidos haplótipos no gene IL4 podem influenciar a atividade 

transcricional e/ou traducional, com potencial consequência na modulação da resposta 

imune. 
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2 PROPOSIÇÃO 

Proposição Geral  

Investigar a funcionalidade dos haplótipos TCI/CCI e TTD/CTI no gene IL4.  

 

Proposições específicas  

Publicação 1: Functionality investigation of the Interleukin 4 haplotypes assessed by 

blood cells of patients and GFP gene reporter constructs 

Investigar a funcionalidade dos haplótipos no gene IL4 para verificar sua 

influência na resposta imune frente a estímulos inflamatórios simulando in vitro eventos 

patológicos relacionados a doenças inflamatórias. A funcionalidade dos haplótipos 

arranjados como genótipos (TCI/CCI ou TTD/CTI) foi avaliada utilizando células do 

sangue de pacientes com tal carga genética; enquanto cada haplótipo como alelo (ex: 

TCI) foi avaliada por plasmídeos construídos artificialmente.  

 

Publicação 2: Functional haplotypes in Interleukin 4 gene associated with 

periodontitis 

Determinar in vitro a funcionalidade de haplótipos no gene IL4 previamente 

associados com a periodontite crônica, para que a partir de células coletadas do sangue de 

pacientes com os diferentes haplótipos, após estímulos com bactérias 

periodontopatogênicas, sejam investigadas possíveis diferenças na resposta imune. Este 

desenho experimental in vitro pretende simular eventos patológicos naturais relacionados 

à doença periodontal.  
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3 PUBLICAÇÃO 1 

Functionality investigation of the Interleukin 4 haplotypes assessed by 

blood cells of patients and GFP gene reporter constructs ∗ 
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Abstract  

Differences in cytokine levels can be attributed to polymorphisms in their respective 

genes. We identified the CTI/TTD haplotype (Hap-1) and TCI/CCI haplotype (Hap-2) in 

the IL4 gene formed by the -590(T/C), +33(T/C) and VNTR (indel) polymorphisms in 

association with chronic periodontitis. The aim of this study was to use the blood cells of 

patients with these IL4 haplotypes to investigate differences in the immune responses 

against inflammatory stimuli and to assess the transcriptional effect of each haplotype in 

constructed plasmids. Peripheral blood was collected from 5 patients with the Hap-1 or 

Hap-2 haplotype, and cells were challenged with inflammatory stimuli to evaluate gene 

expression (RT-qPCR), secreted proteins (multiplex) and intracellular proteins to 

characterize the cells’ phenotypic profile (flow cytometry). After utilizing site-directed 

mutagenesis to obtain constructs containing a specific IL4 haplotype, each was transiently 

transfected into JM cells, and the functionality of the haplotypes was assessed by the GFP 

(green fluorescent protein) reporter gene expression using flow cytometry. We found 

higher anti-inflammatory IL4 mRNA and protein levels in the Hap-1 that also presented 

higher levels of IL-1RA cytokines. Conversely, the Hap-2 haplotype showed higher 

levels of pro-inflammatory cytokines, such as TNF-A, IL-8 and IFN-G. Moreover, 

independent of the stimuli, the highest transcriptional activity was found for the GFP 

construct containing the CTI haplotype, while the lowest was driven by the IL4 

polymorphism in the promoter region. In conclusion, the different IL4 haplotypes trigger 

opposite immune responses; these are anti-inflammatory (Hap-1) and pro-inflammatory 

(Hap-2). Additionally, the CTI haplotype accounts for the highest GFP transcriptional 

activity in comparison with the other haplotypes. 
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Introduction 

DNA polymorphisms are ubiquitous genetic variations among individuals and include 

single nucleotide polymorphisms (SNPs), insertions and deletions (indels), and other 

larger rearrangements 1. They differ from mutations because of their higher frequency in 

the general population (>1%). Gene polymorphisms may cause significant changes in 

function by altering the levels or activities of their specific proteins 2. The relationships 

between polymorphisms in immune system genes and multifactorial disease have been 

reviewed previously 3. Moreover, differences in cytokine levels have been attributed to 

polymorphisms in their respective genes, as demonstrated by interleukin 1 (IL-1) 4, IL-10 

5 6, IL-6 7 and IL-4 8.  

In the immune response, one of the most relevant cytokines is the interleukin 4  (IL-4) 

because it is a potent down-regulator of macrophage function that inhibits the secretion of 

pro-inflammatory cytokines such as IL-1, IL-6 and tumour necrosis factor (TNF). 

Moreover, after stimulation, IL-4 acts as a mitogen of B cells and enhances the secretion 

of immunoglobulin G (IgG) and immunoglobulin E (IgE)9. Auxiliary T lymphocyte 

(Th1) cells produce mainly interferon-γ (IFN-γ) and interleukin-2 (IL-2), which promote 

cell-mediated immunity, whereas Th2 cells, which secrete IL-4, IL-10 and IL-13, are 

associated with humoral immune responses and induce antibody production10. Th1 and 

Th2 responses are largely mutually antagonistic and tend to down-regulate each other3. 

The Th2 anti-inflammatory cytokine IL-4 is coded by the IL4 gene, which comprises four 

exons and is approximately 10kb in size (GenBank accession nº. M23442). The gene is 

located on chromosome 5q31.111 together with other cytokine Th2 genes, such as IL-3, -

5, -9, -13 and -1512. IL-4 carries instructive signals to the T-cell nucleus through a series 



Giovana Anovazzi  – Doutorado  26 

of intermediate molecules. First, the IL-4 receptor stimulates STAT6 in the naïve T cell13. 

The phosphorylated dimeric STAT6, in the context of a fully activated T cell, efficiently 

increases the expression of GATA3 from a low to high level. At some point, feedback of 

transcriptional autoactivation stabilizes GATA3 expression14 15. 

 Polymorphisms in the IL4 gene have been investigated in a variety of diseases, 

including asthma16, 17, multiple sclerosis18, 19, lupus erythaematosus20, rheumatoid 

arthritis21;22, preeclampsia23, 24, coronary artery disease25, 26, gastric cancer27, 28, colorectal 

cancer29 and diabetes mellitus30;31. When a genetic analysis investigates an individual 

polymorphism, it may not detect an association with a disease, as occurred when the -590 

(SNP) in the IL4 gene polymorphism was examined for an association with chronic 

periodontitis (CP) in a Brazilian population32. However, when the genetic analysis 

includes the additional influence of various polymorphisms in linkage disequilibrium 

(instead of one individual polymorphism), the potential genetic basis for disease is more 

robust33. There are three polymorphisms whose physical proximity on the chromosome in 

the IL4 gene produce strong or perfect linkage disequilibrium, and they consequently 

form haplotypes34-36. When we investigated a larger Brazilian population focusing on IL4 

polymorphisms arranged as haplotypes, we found a significant association with CP37. The 

haplotype formed by the -590(T/C; promoter region, rs2243250), +33(C/T, 5’UTR region 

or -34 counted from the start codon; rs2070874) and VNTR (variable number of tandem 

repeats; insertion/deletion of 70 bp in intron 3, or indel, rs2234665) polymorphisms in the 

IL4 gene (Figure 1A) was associated with asthma38 and multiple sclerosis36. Other 

polymorphism combinations forming other IL4 haplotypes have been investigated in 
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relation to CP39 and other diseases such as chronic obstructive pulmonary disease35 and 

common variable immunodeficiency40.  

 Studies investigating the biological functionality of these haplotypes are 

necessary in order to understand how patients’ genetic characteristics influences the 

pathogenesis of disease. Despite the functional role of polymorphisms in the IL4 gene, as 

individuals (e.g., the -590 SNP41) or arranged as haplotypes42;8, study results have been 

influenced by the different study designs. The mRNA and protein levels are modulated 

by the types of cultured cells and also by their microenvironment, including stimulatory 

or costimulatory signals43. Therefore, the present study aimed to investigate the 

biological functionality of the IL4 haplotypes by assessing their influence on gene 

expression, cytokine production and immune cell polarization utilizing blood cells from 

patients with different genetic markers, as well as artificially constructed recombinant 

plasmids. In other words, based on the importance of IL-4 in the inflammatory process, 

we investigate whether there are differences in the immune responses against 

inflammatory stimuli modulated by IL4 haplotypes at transcriptional and post-

transcriptional levels in order to understand how genetic variation can modulate 

biological functions on a pathologic phenotype.  

MATERIAL AND METHODS ∗ 

Patients 

Individuals carrying the Hap-1 (n=5) or Hap-2 (n=5) IL4 gene were confirmed by 

sequencing. The ethics committee was approved (CAAE 18527813.7.0000.5416). 
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Sample size calculation determined five subjects for a 95% power study, thus ten patients 

were recruited. Exclusion criteria were: use of antibiotics, anti-inflammatory or corticoids 

in the four last months, smoking, history of systemic or local disease with influence on 

the immune system, current pregnancy or lactation. 

 

Gene Expression Assay 

Peripheral blood from the patients was drawn into a vacutainer blood-collecting tube 

(Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ) with EDTA/K3. Separation of 

nucleated cells was performed by a double gradient of Histopaque (Sigma Chemical). 

After initial separation of neutrophils and PBMCs, monocytes and lymphocytes were 

isolated from other PBMCs using negative selection magnetic bead-based sorting 

(Dynabeads untouched human monocytes kit; Dynabeads untouched human T cells kit - 

Invitrogen). After separation, all cells were cultured overnight in RPMI 1640 

supplemented with 1% heat-inactivated FBS. Lymphocytes were activated with 

CD3/CD28 antibodies (Dynabeads Human T-Activator, Life Technologies) for 7 hours. 

After activation, concentration of cells was adjusted to 5x105 cells/mL for the 4-hour 

stimulation (period established from pilot study) with with 50 ng/mL of phorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA - Sigma-Genosys) in addition to 500 ng/mL of ionomycin 

calcium salt (I) (Sigma) or 5 ng/mL of interleukin-1β (IL-1β) or medium only (control). 

Total RNA was extracted using an affinity column system including treatment to 

eliminate possible genomic DNA contaminants (RNAqueous kit, Ambion Inc., Austin, 

TX). RNA was quantitated on a microvolume spectrophotometer (NanoView, GE 

Healthcare, Munich, Germany) and 300 ng were used for cDNA synthesis using random 
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hexamer primers and reverse transcriptase (High Capacity cDNA Archive kit, Applied 

Biosystems). Real-time PCR was performed using TaqMan assays (Applied Biosystems) 

and pre-designed and optimized sets of primers and probe (Gene expression assays, 

Applied Biosystems) for detection of IL4, IL8, IL12, TNFA. Expression of GAPDH was 

used as the endogenous control. The data was analyzed as relative changes to 

unstimulated controls by the DDCt method using the thermocycler’s software (StepOne 

Plus, Applied Biosystems). Because of these stimulation/non-stimulation conditions were 

applied to blood cells from the same patient, normalization was performed for each 

patient. Therefore, mean values of the relative gene quantification were obtained for each 

Hap-1 and Hap-2 group.  

 

Cytokine production 

Equal volumes of whole blood containing 1x106 PBMCs and RPMI 1640 supplemented 

with 20% heat-inactivated FBS were combined and immediately stimulated 

PMA+Ionomycin for 12 h at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. The levels of selected 

candidate proteins: GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor), TNF-

α, IL-1β, IL-4, IL-6, MIP-1β (macrophage inflammatory protein-1β), eotaxin, RANTES 

(regulated on activation, normal T cell expressed and secreted), MIG (monokine induced 

by gamma interferon), IL-12 (p40/p70), IL-8, IL-17, MIP-1α (macrophage inflammatory 

protein 1 alpha), IL-10, IL-1RA, IFN-γ, IL-13, MCP-1, IL-7, IL-15, IFN-α, IL-2R, IP-

10, IL-5, and IL-2, in whole blood were measured using a bead-based multiplex assay 

(Human Cytokine 25-Plex Panel, cat#LHC0009, Invitrogen) following the 

manufacturer’s instructions. The experiments were performed and analysed in duplicate.  
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Immunophenotyping 

Equal volumes of whole blood containing 1x106 PBMCs and RPMI 1640 supplemented 

with 20% heat-inactivated FBS were combined and immediately stimulated with 

PMA+Ionomycin for 72 h at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. Non-attached cells were 

collected by centrifugation (400 g, 5 min, RT), counted and adjusted to 1x106 cells/mL. 

After stimulation, samples were collected, and the erythrocytes were lysed (FACS Lysing 

Solution, BD Biosciences). These samples were then separated in three aliquots and two 

aliquots were stained for CD4/PeCy7 (T helper cell marker; BD Biosciences) and the 

remaining aliquot stained for CD14/PeCy7 (monocyte marker; BD Biosciences) for 30 

minutes in the dark. Cells in both aliquots were permeabilized with saponin-containing 

buffer (Cytoperm, BD Biosciences) for 15 minutes. The two CD4-stained aliquots were 

subsequently stained for IFNg-FITC/IL-4 PE or for IL-17 PE/FoxP3-AlexaFluor488; 

whereas CD14-stained aliquots were stained for IL-12 FITC and IL-10 PE. Staining was 

performed for 40 minutes in the dark according to the manufacturer’s instructions. Both 

unstained samples and isotype-control samples were prepared using the same protocol. 

Data was acquired with 488 nm laser excitation on a flow cytometer (FACSVerse, BD 

Biosciences) and analyzed using the cytometer’s software (BD FACSuite, BD 

Biosciences).  

 

Construction of IL4 haplotypes in GFP reporter vector  

Plasmid GFP reporter vectors (pAcGFP1-1, Clontech Lab. Inc.) were constructed by the 

GenScript Company such that the gene reporter expression (green fluorescent protein, 
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GFP) is under control of the proximal IL4 promoter (1,18 kb fragment, GenBank # 

M23442.1, comprising the -590 and +33 SNPs). Moreover, due to the importance of 

investigating the potential functionality of the VNTR (indel) polymorphism in the third 

intron of the IL4 gene, a 2.6kb sequence corresponding to this intron was inserted 

immediately after the coding sequence of the GFP reporter gene vector and before the 

poly-A site of the GFP reporter vector (pAcGFP1-1, Clontech Lab. Inc.) (Figure 1B). 

Han et al. used similar construction in 2012 44 to investigate the transcriptional effect of 

an intronic polymorphism in the MYLK gene. 

 

-Site-Directed Mutagenesis 

Two site-directed mutageneses were performed to obtain the CCI and CTI constructs 

(Table 1) from the TCI plasmid construct synthesized by GenScript. Primers were 

designed for these site-directed mutations (SnapGene software, Table 1). The PCR for 

site-directed mutagenesis was performed with Phusion kit (Biolabs) and the 

polymerization reaction was performed in thermocycler (GeneAmp® PCR System 9700 

thermocycler, Applied Biosystems). The PCR product was transformed in competent E. 

coli DH5α by thermal shock, and the plasmid purification was done with column-based 

Kit (QIAprep Spin Miniprep kit, QIAGEN) according to manufacturer's protocol. The 

plasmid DNA samples were quantitated in a spectrophotometer (NanoDrop 2000, 

ThermoFisher). The product was confirmed by sequencing (Big Dye® Terminator kit 

v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems). The quality and reliability of the 

sequenced products were checked  (Sequence Scanner v 2.0 software, Applied 

Biosystems), and global multiple alignment was performed using the ClustalW2 and 
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compared to the original sequence (wild type, wt). Thus, the plasmid containing the CCI 

mutation was used for site-directed mutagenesis reaction to obtain the CTI mutation. 

 

Transfection and GFP reporter assays 

The plasmid containing only the promoter sequence of the IL4 gene without the presence 

of SNPs +33(C/T) and VNTR (indel), referred to here as Promoter (P), the TCI and TTD 

plasmids (prepared by GenScript), and the CCI and CTI (mutagenized plasmids) were 

transiently transfected by electroporation/cationic reagents (Neon system, Invitrogen 

Corp) into the JM cells (human T lymphocytes), and the effects of the different 

haplotypes in the promoter and/or intron regions on the expression of GFP reporter gene 

were evaluated by flow cytometry. The JM cells in culture (2x107 cells/mL) were 

transfected with 10 µg of plasmid and the parameters used were voltage: 1350 V, time: 

10ms and pulse: 3. After transfection, cells were incubated with RPMI 1840 medium 

supplemented with 10% FBS. Stimuli with PMA/Ionomycin, IL-1β, and IL-4 with anti-

IL-12 (to induce polarization towards the Th2 phenotype) were performed 24 hours after 

the transfection procedure, and the results of GFP expression were assessed by flow 

cytometry after 24 hours. The results were obtained in three independent experiments 

performed in triplicate for each stimulus. 

 

Statistical Analysis  

To compare the outcomes of interest according to the IL4 haplotypes, ANOVA and the 

unpaired T-test were performed utilizing the GraphPad Prism software (GraphPad 

Software, Inc.). Differences were considered statistically significant at p < 0.05. 
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Results 

Individuals with the Hap-1 or Hap-2 in the IL4 gene were confirmed by sequencing. The 

patients in the booth haplotypes had similar mean age (Hap-1: 42.8 ± 11,0 years standard 

deviation; Hap-2: 42.6 ±10.4) and gender (4 female: 1 male in each group) (p > 0.05).  

 The mRNA expression levels of IL4, IL8, IL12 and TNF-α by neutrophils, 

monocytes and lymphocytes are shown in Figure 2. The significantly higher expression 

levels of IL4 in the Hap-1 group compared to the Hap-2 group were observed in 

neutrophils (Figure 2A), monocytes (Figure 2B) and lymphocytes (Figure 2C) for all 

performed stimuli. IL4 gene expression with PMA/I or IL-1β stimuli was similar in all 

cell types. IL12 gene expression in monocytes was significantly higher in the Hap-2 

group than in the Hap-1 group for both stimuli (Figure 2B). The highest gene expression 

was that of IL8 in neutrophils and lymphocytes. The PMA/I and IL-1β stimuli significant 

increased IL8 mRNA production compared to control in the Hap-2 group compared to the 

Hap-1 group (Figures 2A, B, C). Similar results were found regarding the mRNA levels 

of the TNFA gene. 

 

Whole Blood Cytokine Detection  

Out of the 25 cytokines include in the assay, IL-1β, IL-2, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-13 

and IL-17 cytokines were not detected. In the inflammatory panel, we observed 

significantly increased levels of pro-inflammatory cytokines IL-8 and TNF-α in the Hap-

2 group. There were no differences in the GM-CSF levels, and higher levels of IL-1RA 

were found in the Hap-1 group (Figure 3A). The Th2 profile represented by the IL-4 anti-

inflammatory cytokine showed significantly higher levels in the Hap-1 group, while IFN-



Giovana Anovazzi  – Doutorado  34 

γ was higher produced by the Hap-2 group (Figure 3B). Significantly higher levels of 

IFN-α and IL-12 were found in the Hap-2 group (Figure 3C). Regarding the Chemokine 

Panel, significantly higher levels were observed for chemokines: Eotaxin, IP-10, MIG, 

MIP-1α and RANTES in the Hap-2 cells when stimulated by PMA/I (Figure 3D).  

 

Polarization of Macrophages and T helper cells 

In the M1 profile, we verified that the Hap-1 group had increased polarization compared 

to the Hap-2 haplotype (Figure 4B), but there was no significant difference between the 

IL4 haplotypes for this cell profile (Figure 4C). Monocytes from Hap-2 patients showed 

significantly greater polarization towards the alternative phenotype M2 after stimulation 

(Figure 4D). The Hap-2 haplotype previously associated with susceptibility to CP showed 

significantly higher polarization towards pro-inflammatory Th1 and Th17 phenotypes 

after stimulation (Figure 4G,K). CD4+ cells from patients with the Hap-1 haplotype 

presented a significantly greater proportion of cells in the Th2 and Treg phenotypes 

(Figure 4H,L), indicating an overall anti-inflammatory or immunosuppressive response in 

this haplotype. 

 

Transcriptional activity of each IL4 haplotype constructs by GFP reporter gene  

The promoter (P), TCI, TTD, CCI and CTI transiently transfected by 

electroporation/cationic reagents (Neon system Invitrogen Corp) in JM cells (human T 

lymphocytes) were stimulated with PMA+I, IL-1β or with IL-4 and anti-IL-12. The GFP 

reporter gene expression was assessed after 24 hours of stimulus by flow cytometry. In 

general, we observed that the presence of the polymorphism in the promoter region (P) of 
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the IL4 gene produced the lowest GFP fluorescence for all stimuli (Figure 5A, B, C). 

Moreover, in regard to the evaluation of the entire IL4 haplotype, the CTI haplotype 

demonstrated the highest transcriptional activity of the GFP reporter gene than the other 

constructs with different haplotypes, as observed for all stimuli on JM cells (Figure 5A, 

B, C). 

 

Discussion  

 To our knowledge, this is a complete functionality study of haplotypes in the IL4 

gene, and our study was not influenced by patients’ age or gender because these 

characteristics were similar between groups. We investigated the IL4 haplotype formed 

by the -590(T/C), +33(C/T) and VNTR (indel) polymorphisms on the transcriptional and 

post-transcriptional levels of intracellular and secreted proteins, as well as how the 

constructed haplotypes could impact gene expression, using blood donated by patients. 

The functionality of the same haplotype was investigated by Nakashima et al. in 200243, 

who analysed IL-4 expression in peripheral CD4 T cells using flow cytometry after 

stimulation by PMA+I; aliquots of whole blood from patients with TTD or CCI IL4 

haplotypes were used. They observed significantly higher IL-4 expression in TTD/TTD 

Th cells. Although the patients investigated here were heterozygous for this haplotype 

(CTI/TTD, Hap-1), we used similar methodology and verified significantly higher 

intracellular IL-4 expression related to this haplotype (Fig 2). Gonzales et al., (2010)8 

observed higher IL4 and STAT6 mRNA levels, as well as IL-4 protein, in T CD4 cells of 

patients with -590TT and -34TT IL4 genotypes. This finding agrees with the present 

study, as their patients had the IL4 haplotype TT/TT (excluding the VNTR 
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polymorphism), and our patients had the CT/TT haplotype (part of Hap-1), which 

increased the IL4 mRNA levels (Fig 2) and IL-4 protein (Fig 3B). Also in comparison 

with our study, Bartova et al. in 201442 observed higher IFN-γ levels in PBMC of patients 

homozygous for -590CC and VNTR-II; considering the high linkage disequilibrium 

between these polymorphisms, these patients might have the C_I haplotype. In our study, 

we observed that the CCI haplotype was associated with higher production of IFN-γ, 

which could produce some similarity in these results. 

 The PMA+I stimulus performed here is a potent, polyclonal and nonspecific agent 

known to induce signalling and subsequent cytokine production. PMA is an analogue of 

diacylglycerol, a key mediator of multiple intracellular signalling pathways45. Ionomycin 

stimulates Ca2+ release from the endoplasmic reticulum, activating Ca2+-sensitive 

enzymes and synergizing with PMA46;47. The main function of IL-1β cytokine is to 

trigger pro-inflammatory reactions and induce the mRNA expression of hundreds of 

genes in multiple cell types48. The results obtained for gene expression for all cell types 

were similar comparing the PMA+I and IL-1β stimuli (Figure 2A, B, C); therefore, for 

the experiments that evaluated protein production (flow cytometry and multiplex), only 

the PMA+I stimulus was executed.   

 Macrophages (CD14+ cells) are a functionally heterogeneous cell population that 

is mainly shaped by a variety of microenvironmental stimuli. IFN-γ, IL-1β and 

lipopolysaccharide (LPS) induce a classical activation of macrophages (M1), whereas IL-

4 and IL-13 induce alternative activation (M2)49. CD4 T-cells were initially subdivided 

into two subsets designated Th1 and Th2 on the basis of their pattern of cytokine 

production. As a general rule, immune responses mediated by T cells polarized into a 
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Th1-type phenotype are characteristically cellular and pro-inflammatory, while Th2 cells 

are associated with humoral immunity and anti-inflammatory properties50;13. Moreover, 

CD4+ cell subtypes Th17 and Treg (regulatory T-cells) present antagonistic 

immunological roles as effector and suppressive cells, respectively51;52.  

 The IL8, IL12 and TNFA mRNA levels expressed in neutrophils, monocytes and 

lymphocytes were higher in the Hap-2 group, while IL4 expression was higher in the 

Hap-1 group. IL-8, and TNF-α are innate pro-inflammatory cytokines and IL-12 is 

related with Th1 profile53, while IL-4 is a Th2 characteristic cytokine. Whether the 

immune response will drive into Th1 or Th2 depends of the nature of the antigen, the 

degree of foreignness, the dose of the antigen and the time after immunization at which 

the Th1/Th2 phenotype of the immune response is assessed 54. Differences in the 

patient’s genetic carriage (considering the IL4 haplotypes) could lead to chromatin 

changes at the signature cytokine loci (IFN-gamma/Th1 and IL-4/Th2), which could 

interfere at the level of Th1/Th2 differentiation55. Future studies could investigate 

possible regulatory factors responsible for gene regulation. 

 From an overall view, the analysis of secreted cytokines showed a difference in 

the modulation of pro- and anti-inflammatory signatures influenced by the carriage of 

Hap-1 or Hap-2 haplotypes. While Hap-1 had higher levels of anti-inflammatory 

cytokines (IL-1RA and IL-4), Hap-2 showed increased levels of pro-inflammatory 

cytokines/chemokines (TNF-α, IL-8, GM-CSF, IL-2R, IFN-gamma, IFN-alpha, IL-12 

(p40/p70), IL-15, eotaxin, IP-10, MIG, MCP-1, MIP-1alfa, MIP-1β and RANTES). This 

shows an exacerbated inflammatory profile related to the Th1 phenotype, and because of 

this, it is more related with autoimmune disorders56. Thus, it seems that the Th1 signature 
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cytokines were characteristic of the Hap-2 haplotype, which makes patients with this 

haplotype susceptible to developing autoimmune diseases. Risk of multiple sclerosis 

(MS), an important chronic autoimmune disease, is associated with the presence of the 

CCI IL4 haplotype36, the same haplotype investigated here as part of the Hap-2 haplotype 

(TCI/CCI). Xiang. et al. in 2014 investigated rheumatoid arthritis (RA), another chronic 

inflammatory autoimmune disease, and found that the T allele of the IL4 -590(C/T) 

polymorphism was significantly associated with susceptibility to RA in a Chinese 

population21. This was confirmed in an Egyptian population, where patients with -590TT 

showed increased RA risk and activity57.  

 Polarization results reinforce the other presented findings because they showed 

that the Hap-2 haplotype drove a more pro-inflammatory response, as seen by greater 

polarization towards Th1, followed by the Th17 haplotype. Conversely, Hap-1 confirmed 

its association with an anti-inflammatory response due to greater polarization towards 

Th2 and Treg. However, considering the M1/M2 profile, Hap-2 showed a more anti-

inflammatory phenotype by the overexpression of the M2.  

 The transcriptional activity of the independent plasmid constructs containing each 

specific haplotype (TCI, CCI, CTI, TTD) was evaluated by the GFP expression 

quantified by flow cytometry. For all the stimuli, we found significantly greater 

transcriptional activity of the CTI IL4 haplotype, including 14-fold (stimulated with 

PMA+I), 2-fold (stimulated with IL-4 and anti-IL-12) and 1.5-fold (stimulated with IL-

1B) activity compared to the expression driven by the plasmid containing only the -590 

polymorphism in the promoter region (P). The functional study of a single polymorphism 

will not reveal the overall functional effect of the polymorphism in combination with 
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other polymorphisms58. The most relevant result obtained by this in vitro assay is the 

demonstration of the effect of each haplotype on gene transcriptional activity. For 

example, we demonstrated that the CTI haplotype drove greater GFP reporting than TTD. 

However, because the natural consequences of gene expression are influenced by a 

combination of two haplotypes that are each located on each homologue chromosome, it 

is also important to investigate the functionality of haplotypes arranged as genotypes in 

order to assess the potential real-world impact of these haplotypes on transcriptional and 

translational levels. Because of this, we investigated the functionality of the CTI/TTD 

(Hap-1) or TCI/CCI (Hap-2) utilizing blood cells of patients challenged by inflammatory 

stimulus. Like that observed for IL6 polymorphisms58, the transcriptional activity of the 

IL4 haplotypes is cell-type specific, which may be of physiological relevance when 

considering different disease processes. Moreover, another strength of our study is the 

investigation of the transcriptional effect of an intronic polymorphism. Despite increasing 

evidence regarding the intronic biological functionality (e.g., production of noncoding 

RNAs59 and the presence of cis- and trans-acting elements regulating gene expression)60, 

few studies have explored this44, 60. To our knowledge, this is the first study to use 

properly constructed plasmids to investigate the transcriptional effect of the intronic 

polymorphism VNTR (indel) in the IL4 gene. 

 In summary, our findings of mRNA and secreted intracellular protein production 

lead us to conclude that the different IL4 haplotypes trigger opposite immune responses; 

anti-inflammatory and pro-inflammatory responses are associated with Hap-1 and Hap-2, 

respectively. Additionally, the CTI haplotype accounts for the highest transcriptional 

activity in comparison with the other haplotypes. Further studies might investigate the 
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affinity of regulatory proteins with these IL4 haplotypes. The knowledge of how the 

patient’s genetic carriage could influence the onset or the course of a disease could 

contribute to disease prevention and treatment.  
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Table 1. Site-directed mutations. 
 

IL4 Haplotypes Mutation Primers (5’ – 3’) 

TCI Wild #  ------ 

CCI T628C* 
Forward: GGAGAACATTGTCCCCCAGTGCTGG 

Reverse: CCAGCACTGGGGGACAATGTTCTCC 

CTI C1184T* 
Forward: CCTGATAAACTAATTGTCTCACATTGTCACTGC 

Reverse: GCAGTGACAATGTGAGACAATTAGTTTATCAGG 

TTD Wild # ------ 

# Construct synthesized by GenScript. * Mutation site from the first nucleotide of the cloned promoter. In bold and 
underlines are the mutated nucleotide by the site-directed mutagenesis reaction. 
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Figure 1. Schematic representation of the IL4 gene and plasmid map (pAcGFP1-1 -

Clontech). A. IL4 gene with the following polymorphism positions: -590 (C/T) in the 

promoter, +33 (C/T) in the 5’ UTR (near exon 1, E1) and VNTR (indel) in the intron 3 

(i3). B. Map of the plasmid used for construction of the investigated IL4 haplotype. 

Synthesized 1,18-kb sequence corresponding to IL4 promoter (-1940 to +60 nucleotide) 

comprising the -590 and +33 SNPs was inserted upstream from the GFP (green 

fluorescent protein) reporter gene. Additionally, a synthesized 2.6-kb sequence 

corresponding to the third intron of IL4 was inserted downstream of the reporter gene. 
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Figure 2. Gene expression of IL4, IL8, IL12 and TNFA assessed in isolated cells from 

peripheral blood of patients with the CTI/TTD IL4 (Hap-1) or TCI/CCI (Hap-2) 

haplotype after PMA+I or IL-1β stimuli. The mRNA levels (normalized by GAPDH) are 

represented in fold change in: A. neutrophils; B. monocytes; C. lymphocytes. Mean 

values of the relative gene quantifications of the Hap-1 and Hap-2 groups are represented 

in columns, and bars show standard deviations. *p < 0.05, ** p < 0.01; *** p < 0.001.  
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Figure 3. Protein concentration (pg/ml) analysed by multiplex from whole blood of 

patients with the CTI/TTD IL4 (Hap-1) or TCI/CCI (Hap-2) haplotype after PMA+I 

stimulus. A. Inflammatory Panel; B. Th1/Th2 Panel; C. Cytokine II Panel; D. Chemokine 

II Panel. *p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. 
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Figure 4. Cell phenotypic profile by flow cytometry from whole blood of patients with 

the CTI/TTD IL4 (Hap-1) or TCI/CCI (Hap-2) haplotype after PMA+I stimulus. A-D. 

M1 and M2 monocytes; E-H. Th1 and Th2 lymphocytes; I-L. Th17 and Treg 

lymphocytes. A, E, I. specific cell gate; B, F, J. dot-blot representative of cells; C, G, J. 

and D, H, L. fold change of all patients from the investigated profile. T-test = *p < 0.05; 

** p < 0.01. 
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Figure 5. Transcriptional activity by GFP reporter gene of each IL4 haplotype construct 

in comparison with the construct with only the polymorphism in the promoter (P) region 

of the IL4 gene. JM cells were stimulated with: A. PMA+I; B. IL-4 and anti-IL-12; C. IL-

1β.  
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Abstract 

Chronic periodontitis (CP) is an infectious inflammatory disease that affects the 

tooth-supporting structures and in which dental plaque bacteria, immune mechanisms and 

genetic predisposition play important roles. Interleukin 4 (IL-4) is one of the key anti-

inflammatory cytokines with relevant action in the balance of inflamed periodontal tissue. 

Individuals carrying the TCI/CCI (S-haplotype) in the IL4 gene were 5 times more 

susceptible to CP, whilst the CTI/TTD (P-haplotype) conferred protection against CP. 

Patients with this P-haplotype produced higher levels of the IL-4 protein after non-

surgical periodontal therapy compared with S-haplotype. The present in vitro study aimed 

to investigate the functionality of IL4 haplotypes in immune cells to obtain insight into 

the influence of these genetic variations in the regulation of immune response to CP-

associated bacteria. Peripheral blood was collected from 5 patients carrying each 

haplotype and the immune cells were challenged with periodontopathogens, comparing 

the responses of different haplotypes in regulation of gene expression, of protein 

secretion and on the immunophenotype of T helper responses. We found higher IL4 

mRNA and protein levels in P-haplotype, which also presented higher levels of anti-

inflammatory cytokines; whereas cells from S-haplotype patients responded with higher 

levels of pro-inflammatory cytokines. S-haplotype had a significantly more pronounce 

polarization towards the Th1 phenotype, while P-haplotype was associated with an 

attenuated response to the periodontopathogens, with a suggestive skewing towards the 

Th2/M2 phenotypes. In conclusion, genetic variations associated with susceptibility or 

protection against chronic periodontitis are directly related with the influence on the 

response of immune cells to periodontopathogens.  
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INTRODUCTION 

Chronic periodontitis (CP) is an inflammatory disease that results from an 

interaction between dental biofilm agents and the host immune response. There are a 

variety of host-related factors leading to a considerable variation among individuals in 

their risk for disease progression (Heitz-Mayfield 2005).  

Periodontopathogens, such as Porphyromonas gingivalis (Pg), Tannerella 

forsythia, Treponema denticola and Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa), are 

highly prevalent in subgingival biofilms at periodontitis-affected sites (Byrne et al. 2009) 

and trigger an innate host response through Toll-like receptors (TLR) expressed by 

resident cells and leukocytes in the periodontal microenvironment (Mahanonda and 

Pichyangkul 2007). Activation of TLRs induces the production of inflammatory 

mediators (Gelani et al. 2009; Lima et al. 2010; Nakamura et al. 2008). These mediators 

are ultimately responsible for the establishment of a local immune response, which in 

chronic periodontitis, under the continued presence of periodontopathogens, consists 

predominantly of lymphocytes (T-cells) and macrophages (Gemmell et al. 2002). 

The profiles of expression of host response genes influenced by intrinsic genetic 

variations are important determinants for susceptibility to periodontitis (Laine et al. 2001; 

Michalowicz 1994). In support to this rationale, differences in the levels of interleukins 

are attributed to polymorphisms in their encoding genes (Stern 2000), and genetic 

susceptibility to periodontal disease was demonstrated in association with variations in 

the genes of functional relevance in the immune response (Loos et al. 2005; Shapira et al. 

2005).  

We previously identified a haplotype formed by the -590(T/C; promoter region, 
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rs2243250), +33(C/T; 5’UTR region, rs2070874) and VNTR (variable number of tandem 

repeats; insertion/deletion of 70 bp in intron 3) polymorphisms in the IL4 gene that 

conferred susceptibility to or protection against the development of CP. Individuals 

carrying the haplotype arranged as genotype TCI/CCI (S-haplotype) were five times 

more susceptible to CP (ORadjusted = 5.27, 95% CI = 2.28-12.18), whilst those carrying the 

CTI/TTD (P-haplotype) seemed to be genetically protected from the development of 

periodontitis (ORadjusted = 0.29, 95% CI = 0.08-0.88) (Anovazzi et al. 2010). Subsequent 

clinical studies have demonstrated that P-haplotype presents higher levels of IL-4 after 45 

days of non-surgical periodontal therapy (Anovazzi et al. 2013), whilst S-haplotype, 

which was previously associated with genetic susceptibility to CP, is associated with 

increased levels of periodontopathogenic bacteria (Finoti et al. 2013). 

 Based on these findings from previous case-control and clinical studies, we 

decided to assess the functionality of these IL4 haplotypes in the response of immune 

cells to periodontopathic bacteria. In this study we assess the influence of these IL4 

haplotypes on the regulation of gene expression, cytokine production and T helper-type 

polarization of peripheral blood cells in response to periodontopathogens. 

 

MATERIAL AND METHODS ∗ 

Patients 

Individuals carrying the S-haplotype or P-haplotype IL4 gene were confirmed by 
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sequencing. The ethics committee was approved (CAAE 18527813.7.0000.5416)∗. 

Sample size calculation determined five subjects for a 95% power study, thus ten patients 

(5 from each IL4 haplotype) were recruited. Periodontal clinical examinations were 

performed on all patients and they were considered periodontal healthy (no sites with: PD 

>5mm or CAL >4mm and less than 2% of marginal bleeding on probing). Exclusion 

criteria were: history of subgingival periodontal debridement or periodontal surgery in 

the preceding 6 months, use of antibiotics, anti-inflammatory or corticoids in the four last 

months, smoking, history of systemic or local disease with influence on the immune 

system, current pregnancy or lactation. 

 

Gene Expression 

Peripheral blood from the patients was drawn into a vacutainer blood-collecting tube 

(Becton, Dickinson and Company) with EDTA/K3. Separation of nucleated cells was 

performed by a double gradient of Histopaque (Sigma Chemical). After initial separation 

of neutrophils and PBMCs, monocytes and lymphocytes were isolated from other 

PBMCs using negative selection magnetic bead-based sorting (Dynabeads untouched 

human monocytes kit; Dynabeads untouched human T cells kit, Invitrogen). After 

separation, all cells were cultured overnight in RPMI 1640 supplemented with 1% heat-

inactivated FBS. Lymphocytes were activated with CD3/CD28 antibodies (Dynabeads 

Human T-Activator, Life Technologies) for 7 hours. After activation, concentration of 

cells was adjusted to 5x105 cells/mL for the 4-hour stimulation (period established from 
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pilot study) with viable Pg, Aa resuspended in medium or Control (same volume of 

medium used to resuspend bacteria). Bacterial stimulations were performed at a 

multiplicity of infection (MOI) of 100:1 (bacteria:cells). Total RNA was extracted using 

an affinity column system including treatment to eliminate possible genomic DNA 

contaminants (RNAqueous kit, Ambion Inc.). RNA was quantitated on a microvolume 

spectrophotometer (NanoView, GE Healthcare) and 300 ng were used for cDNA 

synthesis using random hexamer primers and reverse transcriptase (High Capacity cDNA 

Archive kit, Applied Biosystems). Real-time PCR was performed using TaqMan 

chemistry (TaqMan Fast Advanced Master Mix) and pre-designed and optimized sets of 

primers and probe (Gene expression assays, Applied Biosystems) for detection of IL4, 

IL8, IL12, TNFA. Expression of GAPDH was used as the endogenous control. The data 

was analyzed as relative changes to unstimulated controls by the DDCt method using the 

thermocycler’s software (StepOne Plus, Applied Biosystems). 

 

Cytokine production 

Equal volumes of whole blood containing 1x106 PBMCs and RPMI 1640 supplemented 

with 20% heat-inactivated FBS were combined and immediately stimulated with heat-

inactivated bacteria Pg, Aa (MOI: 100:1/ bacteria:cells) for 12 h at 37°C in a 5% CO2 

atmosphere. The levels of selected candidate proteins in whole blood were measured 

using a bead-based multiplex assay (Human Cytokine 25-Plex Panel, cat#LHC0009, 

Invitrogen) following the manufacturer’s instructions. The experiments were performed 

and analysed in duplicate.  

 



Giovana Anovazzi  – Doutorado  58 

Immunophenotyping 

Equal volumes of whole blood containing 1x106 PBMCs and RPMI 1640 supplemented 

with 20% heat-inactivated FBS were combined and immediately stimulated with viable 

Pg, Aa (MOI: 100:1 /bacteria:cells) for 72 h at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. Non-

attached cells were collected by centrifugation (400 g, 5 min, RT), counted and adjusted 

to 1x106 cells/mL. These samples were then separated in three aliquots and two aliquots 

were stained for CD4/PeCy7 (T helper cell marker; BD Biosciences) and the remaining 

aliquot stained for CD14/PeCy7 (monocyte marker; BD Biosciences) for 30 minutes in 

the dark. Cells in both aliquots were permeabilized with saponin-containing buffer 

(Cytoperm, BD Biosciences) for 15 minutes. The two CD4-stained aliquots were 

subsequently stained for IFNg-FITC/IL-4 PE or for IL-17 PE/FoxP3-AlexaFluor488; 

whereas CD14-stained aliquots were stained for IL-12 FITC and IL-10 PE. Staining was 

performed for 40 minutes in the dark according to the manufacturer’s instructions. Both 

unstained samples and isotype-control samples were prepared using the same protocol. 

Data was acquired with 488 nm laser excitation on a flow cytometer (FACSVerse, BD 

Biosciences) and analyzed using the cytometer’s software (BD FACSuite, BD 

Biosciences).  

 

Statistical Analysis   

To compare the outcomes of interest according to the IL4 haplotypes, ANOVA and the 

unpaired T-test were performed utilizing the GraphPad Prism software (GraphPad 

Software, Inc.). Differences were considered statistically significant at p < 0.05. 
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RESULTS 

Demographic profiles and periodontal status of the patients (Table 1) indicate that there 

were no differences between the groups in either aspect (p > 0.05). 

 

 

 

Influence of IL4 haplotypes on cytokine gene expression in different immune cells 

The expression levels of IL4, IL8, IL12 and TNFA by neutrophils, monocytes and 

lymphocytes are shown in Figure 1. Neutrophils (Figure 1A), monocytes (Figure 1B) and 

lymphocytes (Figure 1C) of the P-haplotype expressed significantly higher levels of IL4, 

and Pg induced higher levels of IL4 in neutrophils and lymphocytes.  

 IL12 gene expression by neutrophils and lymphocytes was reduced after bacterial 

stimulation, regardless of the haplotypes (Figure 1A,C). Interestingly, IL12 expression by 

monocytes from S-haplotype patients was significantly greater in comparison with 

monocytes from P-haplotype patients (Figure 1B).  

 IL8 was the most prominently expressed of the selected candidate cytokine genes 

expressed by neutrophils and lymphocytes. Both Pg and Aa significantly induced IL8 

mRNA, which was greater in cells S-haplotype patients (Figure 1A-C.).  

 TNFA gene expression was also induced by both Pg and Aa; however Pg was a 

more potent stimulus overall. There were statistically higher levels in S-haplotype for 

neutrophils, monocytes and lymphocytes (Figure 1).  

 

Cytokine production in whole blood and the IL4 haplotypes 
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Out of the 25 cytokines included in the assay, IL-2, IL-5 and IL-17 were not detected. S-

haplotype we observed increased levels of IL-1β, IL-6, IL-8 and TNF-α pro-inflammatory 

cytokines. However, the IL-1RA receptor showed significantly higher levels in the P-

haplotype for bacteria stimuli (Figure 2A). 

 Production of cytokines associated with Th1/Th2-type response suggests that 

stimulation with Aa and Pg results in a shift towards Th2 response, represented by 

increased levels of IL-4 and IL-10 in P-haplotype. In contrast, the same bacterial stimuli 

resulted in a possible skewing towards a Th1 response, as indicated by significantly 

greater levels of IFN-γ in the S-haplotype. Interestingly, IL-2R presented a differential 

regulation according to the nature of exogenous stimulation and haplotype: Aa 

stimulation resulted in higher production of IL-2R in the S-haplotype; whereas Pg 

stimulation induced higher levels of IL-2R in the P-haplotype (Figure 2B).  

 In Cytokine II Panel, we observed significantly higher levels of the IL-7, IL-15, 

and IL-12 in the S-haplotype for both bacterial stimuli. However, for the IFN-α, 

significant difference was observed with the Pg stimulus. Although there were higher IL-

13 levels in the P-haplotype, the difference was not significant (Figure 3A). 

 Chemokines Eotaxin, IP-10, MIG, MCP-1, MIP-1α and RANTES were all 

significantly higher in the S-haplotype in the presence of bacterial stimuli. Notably, Aa 

was more potent than Pg only in the induction of Eotaxin and IP-10, whereas MIG, MIP-

1α and RANTES were more potently induced by Pg. There were no significant 

differences for production of MIP-1β (Figure 3B). 

 

Polarization of monocytes and T helper cells 
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Monocytes from patients with P-haplotype were more prone to skewing towards an M1 

activation profile after stimulation with Aa and Pg. Although, in general, a greater 

response was caused by stimulation with Pg, there was no significant difference between 

the haplotypes for IL-12high/IL-10low profile (Figure 4C). Monocytes from S-haplotype 

patients showed a significantly higher polarization towards the alternative activation 

phenotype M2 (IL-12low/IL-10high) after bacterial stimulation (Figure 4D). In agreement 

with a ‘pro-inflammatory’ skewing of immune cells from patients with the S-haplotype, 

CD4+ cells from these patients showed a significantly higher polarization towards pro-

inflammatory Th1 and Th17 phenotypes after stimulation with both Aa and Pg for Th1, 

but only with Aa stimulation for Th17 (Figure 4G,K). Interestingly, stimulation with Pg 

induced a greater number of Th17 cells in the P-haplotype phenotype. CD4+ cells from 

patients with the P-haplotype presented a significantly greater proportion of cells in the 

Th2 and Treg phenotypes (Figure 4H,L), indicating an overall anti-inflammatory or 

immunosuppressive response in this haplotype.  

 

DISCUSSION 

Here, we investigated the functionality of haplotypes in the IL4 gene in the 

response of immune cells to periodontophatic bacteria. Because of the homogeneity of 

demographic data of the patients carrying each haplotype and lack of difference in the 

periodontal clinical parameters, these characteristics were not variables of influence in 

this study.  

P-haplotype showed higher mRNA expression of the IL4 gene by bacterial-

stimulated neutrophils, monocytes and lymphocytes, indicating that these genetic 



Giovana Anovazzi  – Doutorado  62 

variations are functional and increase the transcriptional activity of IL4 gene in immune 

cells. IL-4 levels in whole blood were also significantly higher in P-haplotype after 

stimulation with both Aa and Pg, suggesting a modulation of the whole immune 

response. This immunomodulatory effect is supported by the increased proportion of Th2 

cells in the P-haplotype after stimulation with Aa and Pg. In agreement with our findings, 

the TTD IL4 haplotype was previously associated with an increased production of IL-4 

(Vandenbroeck and Goris 2003). In a Japanese population, haplotypes I (TTD/TTD), II 

(CCI/CCI) and I/II (TTD/CCI) were investigated with regard to IL-4 production by 

peripheral T helper cells. Cells from patients with the haplotype II (CCI/CCI) produced 

significantly less IL-4 than CD4+ cells from patients with the haplotypes I and I/II 

(Nakashima et al. 2002).  

In addition, we observed lower gene and protein IL-4 expressions related to the 

CCI haplotype, even in heterozygosis with the TCI haplotype (TCI/CCI, S-haplotype). 

Unlike our study, which investigated 3 polymorphisms in the IL4 gene to form the 

haplotype, Bartova et al. (Bartova et al. 2014) investigated 2 polymorphisms (-590 C/T 

and intron 3 VNTR) in the IL4 gene in terms of cytokine production, but they did not find 

significant differences. We hypothesize that these different results were obtained 

primarily because these authors investigated only two SNPs of the IL4 haplotype.  

Based on previously published data (Anovazzi et al. 2010) from our group 

indicating an association of these haplotypes with susceptibility to chronic periodontitis, 

we intended to expand our findings to encompass the potential role that these genetic 

variations in the IL4 gene could have in immune response associated triggered by 

bacteria associated with CP. To this end, we evaluated whether the IL4 gene haplotypes 
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influence gene expression and protein production of some key immune mediators, as well 

as the phenotype of T helper cells and monocytes in response to stimulation with Aa and 

Pg. 

Initially, we assessed the response of neutrophils, monocytes and CD4+ 

lymphocytes as selected immune cells. All cells types carrying S-haplotype presented 

increased levels of IL-8 and TNF-α (mRNA and protein) after stimulation with both Aa 

and Pg. The present study demonstrated for the first time the relationship between IL4 

gene haplotypes and IL8 gene expression in leukocytes after stimulation by 

periodontopathogens. Since IL-8 mediates the neutrophil migration and activation from 

peripheral blood to the tissue (Baggiolini et al. 1989; Garlet 2010) and TNF-α is a potent 

pro-inflammatory cytokine that increases the production of collagenases, prostaglandins, 

chemokines, cell adhesion molecules and bone resorption-related factors (Boyce et al. 

2005; Wajant et al. 1998), increased expression of these mediators by bacterial-

stimulated leukocytes from S-haplotype patients may correlate with a more pronounced 

inflammation and greater severity of periodontitis.  

In agreement with the enhanced pro-inflammatory response associated with the S-

haplotype, Th1/M1 phenotype-associated IL-12 was significantly higher in monocytes of 

this haplotype; however the results on M1/M2 polarization may be influenced by the fact 

that we used monocytes and not macrophages in the experiments. IL-12 stimulates the 

production of IFN-γ and TNF-α by T cells and Natural Killer (NK) cells, which suppress 

production of IL-4 (Grifka-Walk et al. 2015). In agreement with these findings, we 

observed that CD4+ cells from patients with the S-haplotype had a significantly more 

pronounce polarization towards the Th1 phenotype (CD4+, IFNγ+), which may be driven 
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by the increased expression of IL-12, associated with reduced levels of IL-4. Tregs are 

essential in maintaining peripheral tolerance to downregulate the immune response, 

whereas Th17 cells play a critical role in several autoimmune diseases, inflammation and 

host defense (Parachuru et al. 2014). Polarization to Th17 was significantly higher in S-

haplotype after stimulation with Aa; however upon stimulation with Pg the proportion of 

Th17 cells was higher in the P-haplotype. This differential regulation of Th17 

polarization may be related with the serotype of the bacteria and their associated 

virulence factors and antigens. Aa (b serotype) is known to induce a more exacerbated 

Th17 polarization (Diaz-Zuniga et al. 2015) compared to the Pg (ATCC 33277) serotype, 

(Moutsopoulos et al. 2012). Therefore, S-haplotype exhibited a more pronounced Th17 

response to a stronger activator and a reduced Th17 response to a weaker inducer of this 

phenotype. Other possible explanation is that Th17 is a phenotype characterized by 

plasticity (may be converted into Treg cells) and heterogeneity (there are 

immunosuppressive FOXP3+/RORc+/IL17+ Th17 cells) (Du et al. 2014), which the 

limitations in our experimental approach did not allow us to detect. 

The experiments performed using whole blood allowed the interaction among the 

diverse immune cells, which is more representative of the effects of IL4 haplotypes on 

the immune response in vivo, albeit less specific in terms of the effect of the IL4 

haplotypes in each immune cell type. Stimulation with Aa and Pg resulted in a higher 

production of IL-10 in the P-haplotype. IL-10 is a cytokine with anti-inflammatory 

properties with a central role in limiting the host tissue damage associated with overt 

immune response (Saraiva and O'Garra 2010). Thus, an IL-10-attenuated immune 

response may justify the reduced susceptibility to chronic periodontitis in the P-
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haplotype. Differences in the levels of IL-10 are explained mainly by the specificity of 

flow cytometry to detect the intracellular IL-10 in CD14+ cells, whilst in samples from 

whole blood IL-10 secreted by different immune cells, including dendritic cells and B 

and T lymphocytes is also detected (Couper et al. 2008). 

In general, the S-haplotype was associated with increased production of pro-

inflammatory cytokines and chemokines, including IL-1B, IL-6, IL-7, IL-15, IFN-α, 

Eotaxin, IP-10, MIG, MCP-1, MIP-1α, RANTES, and IL-2R. In sharp contrast, the P-

haplotype was associated with increased levels of anti-inflammatory mediators, such as 

IL-10, IL-13 and IL-1-RA. Similarly, Bartova et al. (Bartova et al. 2014) verified that the 

IL4 polymorphisms (-590 C/T and intron 3 VNTR) increase the production of IL-6, IFN-

y and IL-1β  after bacterial stimulation.   

 In summary, we showed that immune cells of patients presenting P-haplotype 

respond with significantly greater expression of IL-4 in response to stimulation with 

periodontopathogens. This finding supports previous clinical observation of a higher IL-4 

concentration (pg/µL) in the gingival crevicular fluid (GCF) of patients carrying this 

haplotype after 45 days of non-surgical periodontal therapy compared with S-haplotype 

(Anovazzi et al. 2013). In addition, we provide further insight into the role of these 

haplotypes on the IL4 gene for the immune response, by assessing both the response of 

immune cell types individually and combined. The P-haplotype was associated with an 

attenuated response to the periodontopathogens, with a suggestive skewing towards the 

Th2/M2 phenotypes. In sharp contrast, cells from patients with the S-haplotype 

responded to the same bacterial stimuli with a significantly greater production of pro-

inflammatory mediators and more pronounce shift towards the Th1 phenotype. These 
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results not only indicate that the specific genetic variations studied are functional in 

immune cells, but also provide biological support to previous clinical findings associating 

reduced susceptibility to chronic periodontitis with P-haplotype (Anovazzi et al. 2010).  

It is important to consider that we used an in vitro approach in which only 

immune cells were assessed, without the participation of important stromal cells involved 

in the pathogenesis of chronic periodontitis. We arbitrarily selected only two Gram-

negative microorganisms associated with periodontal disease due to practical reasons; 

because of their distinct potencies in activating TLR2/TLR4; and also because of the 

distinct virulence factors expressed by these bacteria (e.g., leucotoxin, flagella). Thus, the 

lack of a complex biofilm and also the intensity of the bacterial stimulation are not 

commensurate with periodontal disease clinically. Another aspect to be weighted in the 

interpretation of these results is the limited number of patients presenting each genotype, 

since the specific haplotypes studied in the IL4 gene may be accompanied by variability 

in other regions of the same gene and by a myriad of genetic variations in other genes 

relevant for the immune response. In spite of these limitations, this study provides 

consistent and relevant information on the functional role of these haplotypes in the IL4 

gene for the response of immune cells to periodontopathogenic bacteria considering the 

different immune cells both separately and combined.  

 In conclusion, we demonstrate the functional role of the investigated IL4 

haplotypes and might biologically explain our findings in previous case-control and 

clinical studies. Moreover, these haplotypes in IL4 gene have significant effects on the 

response of immune cells to Gram-negative bacteria, which may be significant 
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information also for other conditions involving host-microbial interactions, such as colitis 

and sepsis.  
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Table 1. Demographic profile and periodontal variables of the patients enrolled in the study. 
 

Haplotypes/ 

Caracteristics 

TCI/CCI 

n= 5 

TTD/CTI 

n= 5 

Mean Age (± SD) 42.6 (±10.4) 42.8 (±11,0) 

Gender n (%)   

Female 4 (90.0) 4 (90.0) 

Male 1 (10.0) 1 (10.0) 

Nº of teeth (± SD) 23.38 (± 3.54) 22.80 (± 4.21) 

BoP (%; mean ± SD) 0.82 (± 0.28) 0.87 (± 0.27) 

PPD (mm; mean ± SD) 1.23 (± 0.11) 1.28 (± 0.19) 

CAL (mm; mean ± SD) 1.4(± 0.12) 1.6 (± 0.11) 

n = individuals number; % = percentage of the number of individuals. 
SD= Standard Deviation 
BOP = Bleeding on Probing 
PPD = Periodontal Probing Depth 
CAL= Clinical Attachment Level 
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Figure 1. Gene expression (mRNA) levels of IL4, IL 8, IL 12 and TNF-a of the isolated cells 

from the peripheral blood of patients carrying susceptibility or protection haplotypes after Aa 

and Pg stimulation. A. Neutrophils, B. monocytes, C. lymphocytes. The results are represented 

as fold change (normalization to the endogenous control). *p < 0.05; ** p < 0,01; *** p < 

0,001. 
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Figure 2. A. Inflammatory Panel, B. Th1/Th2 Panel represented by the proteins analysed by 

the multiplex assay in the whole blood of patients carrying susceptibility or protection 

haplotypes after Aa and Pg stimulation. The concentration is expressed in pg/mL. *p < 0.05; ** 

p < 0,01; *** p < 0,001. 
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Figure 3. A. Cytokine II Panel, B. Chemokine II Panel represented by the proteins analysed by 

the multiplex assay in the whole blood of patients carrying susceptibility or protection 

haplotypes after Aa and Pg stimulation. The concentration is expressed in pg/mL. *p < 0.05; ** 

p < 0,01; *** p < 0,001. 
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Figure 4. Profiles assessed by flow cytometry in the whole blood of patients with 
susceptibility or protection haplotypes after Aa and Pg stimulation. A. Monocytes gate; 
B. dot-blot representative of M1 and M2; C. Fold change of all patients from the M1 
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profile; D. Fold change of all patients from the M2 profile. E. CD4+ gate; F. dot-blot 
representative of Th1 and Th2; G. Fold change of all patients from the Th1 profile; H. 
Fold change of all patients from the Th2 profile. I. CD4+ gate; J. dot-blot representative 
of Th17 and Treg; K. Fold change of all patients from the Th17 profile; L. Fold change 
of all patients from the Treg profile. *p < 0.05;  ** p < 0,01. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  
 

   Foi investigado neste estudo a possível influência que os haplótipos TCI/CCI e 

CTI/TTD no gene IL4 podem ter na expressão do próprio gene IL4 e de outros genes do 

sistema imune, na produção de citocinas secretadas e intracelulares. Os experimentos in 

vitro foram realizados em células da resposta imune provenientes de pacientes que 

carregavam os haplótipos de interesse submetidas a estímulos inflamatórios e 

periodontopatogênicos. Foi verificado para os diferentes estímulos que o haplótipo 

TCI/CCI (Hap-2), previamente associado à suscetibilidade à DP, perante tais estímulos 

expressaram e produziram níveis significativamente maiores para citocinas e genes 

relacionados ao perfil Th1 (pró-inflamatório), enquanto o haplótipo CTI/TTD (Hap-1), 

previamente associado à proteção contra a DP, mostrou expressão gênica e níveis de 

citocinas significantemente maiores associados ao perfil anti-inflamatório Th2.  

 Considerando estudos que investigam a funcionalidade de polimorfismos, é mais 

comum e menos complexo investigar um único polimorfismo do que uma combinação 

deles, como um haplótipo. A	
  funcionalidade	
  do	
  polimorfismo	
  -­‐590(T/C)	
  no	
  gene	
  IL4	
  

foi	
  investigada	
  em	
  pacientes	
  com	
  asma24 e	
  com	
  esclerose	
  múltipla2,	
  e	
  demonstraram	
  

que	
  o	
  alelo	
  T	
  (-­‐590T)	
  levou	
  à	
  uma	
  maior	
  expressão	
  da	
  proteína	
  IL-­‐4	
  comparado	
  ao	
  

promotor	
   clonado	
   contendo	
   o	
   alelo	
   C2,	
   24.	
   No presente estudo o menor efeito na 

atividade transcricional do gene repórter GFP foi demonstrada pelo polimorfismo -­‐

590(T/C)	
   no	
   gene	
   IL4.	
   Como	
   afirmado	
   por	
  Terry et al.29, o estudo funcional de um 

único polimorfismo não irá revelar o efeito funcional global do polimorfismo em 

combinação com outros polimorfismos. Para aprofundar a investigação da funcionalidade 
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dos haplótipos no gene IL4, utilizamos plasmídeos construídos artificialmente 

(constructos) contendo cada haplótipo (agora arranjados como alelos, ex: TCI). É 

importante verificar em cada haplótipo isoladamente qual é o potencial de atividade 

transcricional promovida por ele. Foi demonstrado que todos os haplótipos, 

principalmente o CTI, promoveram maior atividade transcricional do gene repórter GFP 

do que o polimorfismo -­‐590(T/C)	
  isoladamente. Além disso, lembrando que a resposta 

de um gene é geralmente mediada pelos dois cromossomos homólogos, as consequências 

naturais de expressão de um gene são influenciadas por uma combinação de dois 

haplótipos, já que cada um está situado em um dos cromossomos homólogos. Assim, 

também é importante investigar a funcionalidade de haplótipos dispostos como genótipos 

(ex: CTI/TTD) para avaliar do modo mais real possível o impacto da combinação destes 

haplótipos nos níveis de transcrição e tradução de proteínas. Portanto, foi investigada a 

funcionalidade dos haplótipos CTI/TTD (Hap-1) ou TCI/CCI (Hap-2) utilizando células 

sanguíneas de pacientes contendo tal carga genética frente à estímulo inflamatório. Como 

mencionado, o haplótipo TCI/CCI (Hap-2) produziu resposta inflamatória mais 

relacionada ao perfil Th1 (pró-inflamatório), enquanto o haplótipo CTI/TTD (Hap-1), foi 

mais relacionado ao perfil anti-inflamatório Th2. Acredita-se que isso pode ter relevância 

no processo patológico de diferentes doenças, podendo explicar como a carga genética do 

paciente pode levar à maior ou menor suscetibilidade a doenças.  

Cabe destacar que o presente estudo investigou o efeito que um polimorfismo 

intrônico poderia ter na atividade transcricional de um gene, o que ainda é bastante 

incomum. Apesar da crescente evidência sobre a funcionalidade biológica que 

polimorfismos intrônicos podem ter (por exemplo, na produção de RNAs não 
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codificantes19, na presença de elementos de ação regulatória cis ou trans que regulam a 

expressão do gene)23, poucos estudos exploraram a potencial funcionalidade de 

polimorfismos intrônicos12, 19, 23. Pelo que foi possível verificar na literatura científica, 

este é o primeiro estudo que utilizou plasmídeos construídos de modo a possibilitar a 

investigação do efeito que o polimorfismo intrônico VNTR no gene IL4 poderia ter na 

atividade transcricional.  
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6 CONCLUSÃO 
 

• Considerando os resultados da Publicação 1, conclui-se que frente ao estimulo 

inflamatório foi observado um padrão de resposta imune diferente e oposto para 

cada um dos 2 haplótipos no gene IL4. O haplótipo CTI/TTD foi relacionado a 

um perfil de resposta mais anti-inflamatório, enquanto o haplótipo TCI/CCI 

caracterizou um padrão mais pró-inflamatório. Em relação à análise dos 

haplótipos isoladamente, foi observado pelos diferentes constructos que o 

haplótipo CTI promoveu maior atividade transcricional do gene reporter GFP. 

 

• Considerando os resultados da Publicação 2, conclui-se que os haplótipos no gene 

IL4 previamente associado à proteção (CTI/TTD) ou suscetibilidade à DP 

(TCI/CCI) mostraram-se funcionais por influenciar, em células obtidas de 

pacientes, a expressão de genes e a produção de proteínas com importante função 

para a resposta imune após estímulos com os periodontopatógenos Aa e Pg. 

Observou-se que o haplótipo CTI/TTD expressou maiores níveis de mRNA e 

citocinas anti-inflamatórias e o haplótipo TCI/CCI expressou maiores níveis de 

mRNA e citocinas pró-inflamatórias.  
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APÊNDICE A 
 
METODOLOGIA DETALHADA COMPARTILHADA  
	
  
Procedimentos para confirmação dos haplótipos dos polimorfismos do gene IL4 

 Sequenciamentos foram realizados para confirmar os alelos verificados nos 

estudos anteriores por RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). A verificação 

por sequenciamento dos haplótipos de suscetibilidade (TCI/CCI) ou proteção (TTD/CTI) 

foi realizada para selecionarmos os pacientes. Novas reações de PCR foram realizadas 

para amplificar regiões de interesse do gene que contivessem os polimorfismos -590 

(C/T), +33 (C/T) e 70pb (Del/Ins) do gene IL4, e estão descritas abaixo as condições 

específicas para cada reação: 

 

Figura A1 - Esquema do gene IL4, com destaque para a amplificação de regiões que 

contém os polimorfismos -590 (C/T), +33 (C/T) e VNTR. 

 

 

Fonte: Elaboração Própria 

 

1o Fragmento do gene IL4: Compreende o Polimorfismo na base -590 (C/T), rs2243250, 

localizado no nucleotídeo 582, e o Polimorfismo na base +33 (C/T), rs2070874, 
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localizado no nucleotídeo 1138. Essa região foi amplificada por PCR, utilizando os 

seguintes primers: 

“Forward” - 5’ TCA CCT GAT ACG ACC TGT CC 3’ 

“Reverse”  - 5’ ATA TCG CAC TTG TGT CCG TG 3’ 

 Condições da PCR: 1 ciclo a 95ºC (5 min), a seguir 34 ciclos a 95ºC, 55ºC e 72ºC 

por 1 min. cada temperatura. Extensão final a 72ºC por 5 min. O produto amplificado da 

PCR foi de 726pb. 

2o Fragmentodo gene IL4: Compreendido pelo Polimorfismo VNTR 70pb Deleção/ 

Inserção: foi amplificada por PCR a região do intron 3 do gene IL4 que o contém, 

utilizando os seguintes primers: 

“Forward” - 5’ TAG GCT GAA AGG AAA GC 3’ 

“Reverse”  - 5’ CTG TTC ACC TCA ACT GCT CC 3’ 

 Condições da PCR: 1 ciclo a 93ºC (3 min), a seguir 39 ciclos a 92ºC, 58ºC e 72ºC 

por 1 min. cada temperatura. Extensão final a 72ºC por 10 min. O produto amplificado 

por PCR foi de 253 pb se a amostra de DNA fosse de um indivíduo homozigoto para a 

inserção de 70 pb no intron 3. Se a amostra de DNA fosse de um indivíduo homozigoto 

para a deleção de 70 pb era observado um produto amplificado de 183 pb. Caso a amostra 

de DNA fosse de um indivíduo heterozigoto para esse polimorfismo do tipo VNTR, era 

possível observar dois produtos amplificados para o mesmo indivíduo, um de 253 pb e 

outro de 183 pb.  

      A análise dos polimorfismos citados (10 e 20 fragmento) foi realizada por 

eletroforese em gel de agarose a 2%, em tampão Tris-Borato-EDTA (TBE) e corados 

com brometo de etídio. Os fragmentos foram visualizados sob luz ultravioleta. Os géis 
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foram fotografados com o fotodocumentador GDS 8000 System (UVP, Upland, CA, 

USA). 

 

Purificação dos produtos da PCR de IL4 e Sequenciamento das amostras 

 Os produtos da reação de PCR foram verificados em gel de agarose a 2%, corados 

com brometo de etídio e excisados do gel para purificação com o kit  PureLink® PCR 

Purification Kit (InvitrogenTM), seguindo as instruções do fabricante. Todas as amostras 

do estudo piloto foram submetidas à quantificação de DNA (A260) e análise da pureza 

(A260/280) com auxílio do espectrofotômetro NanoView®. Os produtos das reações 

foram purificados para sequenciamento. Para a reação de sequenciamento, empregando-

se os iniciadores do vetor, foram utilizados como molde 5µL de cada produto de PCR. Os 

fragmentos de DNA obtidos foram enviados ao Serviço de Sequenciamento de DNA, do 

Centro de Estudos do Genoma Humano, da Universidade de São Paulo (USP), onde foi 

realizado sequenciamento do produto. 

 

Confirmação dos haplótipos de cada paciente 

 O DNA foi obtido a partir de células epiteliais da mucosa bucal, através de um 

bochecho com solução de glicose a 3% por 2 min. A extração do DNA foi realizada. 

Após a reação de PCR para amplificação dos fragmentos (Figura A2A), os produtos das 

reações foram purificados e submetidos à quantificação de DNA (A260) apresentando 

um valor mínimo de 20 ng/uL necessário para o sequenciamento. A sequencia dos 

fragmentos de DNA sequenciados (Figura A2B), foram então colocadas no NCBI Blast, 

o qual reconheceu o fragmento como pertencente ao gene IL4 de Homo sapiens (Figura 
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A2C). As sequencias do gene IL4 e do fragmento sequenciado foram então alinhadas no 

programa BioEdit, mostrando a equivalência entre ambas (Figura A2D). No primeiro 

fragmento, o nucleotídeo 582 representa o polimorfismo -590 (T/C), e mostrou uma 

alteração de bases quando comparado o gene com o fragmento sequenciado (Figura 

A2D). O segundo fragmento que contém o polimorfismo VNTR, 70pb Deleção/ Inserção, 

ou seja os indivíduos homozigotos para a inserção de 70 pb tem o produto amplificado de 

253 pb (I/I); os indivíduos homozigotos para a deleção de 70 pb tem o produto 

amplificado de 183 pb (D/D); nos indivíduos heterozigotos para esse polimorfismo do 

tipo VNTR, foi possível observar dois produtos amplificados, um de 253 pb e outro de 

183 pb (I/D), (Figura A3). Para confirmação dos referidos alelos VNTR (inserção ou 

deleção de 70 pb) foi realizada a genotipagem seguida de eletroforese em gel de 

poliacrilamida a 10%, corados com nitrato de prata Figura 3). A verificação por 

sequenciamento dos haplótipos de suscetibilidade (TCI/CCI) ou proteção (TTD/CTI) foi 

realizada para 20 pacientes de cada grupo previamente genotipados para selecionarmos 5 

desses pacientes por grupo.  
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Figura A2 - Resultados obtidos do Fragmento. A- Gel de agarose a 2%, apresentando 

resultados da genotipagem por PCR com tamanho de 726pb. M=marcador de peso 

molecular PhiX 174 Hae III (Fermentas); B- Resultado do sequenciamento; C- 

Reconhecimento da sequencia dos fragmentos de DNA pelo NCBI Blast, Homo 

sapiensIL4; D- Alinhamento das sequencias do gene IL4 e do fragmento sequenciado no 

programa BioEdit, mostrando a equivalência entre ambas.  

 

A2A.    A2B.  

 

A2C.  

 

A2D.  

 

Fonte: Elaboração própria 
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Figura A3 - Gel de poliacrilamida a 10% apresentando resultados da genotipagem por 

PCR para o lócus VNTR 70 pb (I/D). M= marcador de peso molecular PhiX 174 Hae III 

(Fermentas). 

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
    

Fonte: Elaboração própria 

 

Com os resultados obtidos da genotipagem (VNTR no intron) e do 

sequenciamento (região promotora), verificamos que a metodologia empregada foi 

eficiente para comprovar que cada paciente selecionado apresenta o referido haplótipo 

para o gene IL4. 

 

Descrição da Amostra para o gene IL4  

 Após aprovação deste projeto de pesquisa pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 

Seres Humanos da FOAr – UNESP (CAAE 18527813.7.0000.5416), foram contatados 10 

indivíduos acima de 23 anos, não importando o gênero ao qual pertencem nem a etnia, 

que possuíssem: 

- Haplótipo que confere suscetibilidade à DP (S): TCI/CCI (n=5) 
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-Haplótipo que confere proteção ao desenvolvimento da DP (P): TTD/CTI (n=5) 

(Controle) 

 Cabe acrescentar que esse número de 5 indivíduos para cada haplótipo foi obtido 

de cálculo amostral (DDS Research: Sample Size Calculation), considerando-se uma 

variação de 0,6 unidades e desvio-padrão de 0,3 unidades, ao nível de significância de 

0,5% e poder de 95%. A realização dos experimentos descritos a seguir foram realizados 

com o sangue doado pelos pacientes que possuem os haplótipos de interesse no gene IL4. 

 Após amplo esclarecimento dos indivíduos que apresentavam a carga genética 

citada acima, aqueles que aceitaram participar da pesquisa consentiram na coleta de 

sangue para realização de técnicas in vitro para avaliação da expressão gênica dos 

haplótipos no gene IL4 na resposta imune.  

 De cada voluntário foi coletado sangue periférico para separação de neutrófilos, 

monócitos e linfócitos T. Foram realizados experimentos em que tais células dos 

pacientes receberam estímulos com PMA/Ionomicina e com o IL-1β no Capítulo 1 e 

estímulos com bactérias Gram-negativas associadas à doença periodontal: P.gingivalis, 

cepa ATCC 33277; A.actinomycetemcomitans, cepa JP2 no Capítulo 2. 

 Considerando a interação microbiota/hospedeiro, foi avaliado se esses haplótipos 

influenciam a regulação da expressão gênica de IL4 em nível de RNAm (por RT-qPCR); 

proteico por multiplex (proteínas secretadas); e Citometria de fluxo (proteínas 

intracelulares, para caracterização do perfil fenotípico celular). Como controles foram 

realizados os mesmos experimentos utilizando as células obtidas dos pacientes com os 

haplótipos de proteção (IL4). Os estímulos, conforme descrição na Tabela A1, foram 

realizados para as diferentes células e permitindo as avaliações abaixo.  
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Tabela A1 - Experimentos e estímulos (período/concentrações) realizados 

Experimento No Células 
(por poço) 

Período 
Estímulo Estímulos (concentração) 

RT-qPCR 
(RNAm) 5 x 105 4 h  

-­‐ Controle negativo 
-­‐ PMA/ Ionomicina (50 / 500 
ng/ml)  
-­‐ IL-1 beta (5 ng/ml) 
-­‐ Co-cultura  P.gingivalis  
-­‐ Co-cultura  
A.actinomycetemcomitans  
 

Citometria de Fluxo 
(proteínas 

intracelulares) 
1 x 106 72 h 

Imunoensaio  
Multiplex 

(proteínas secretadas) 
1 x 106 12 h 

 
Fonte: Elaboração Própria 

 

Experimento piloto para determinação do tempo de estímulo para os experimentos 

de expressão gênica  

 Foram selecionados 2 pacientes de ambos os sexos (1 mulher e 1 homem) que 

concordaram em participar como doadores voluntários do sangue periférico nesse 

experimento inicial para determinar o melhor período de estimulação. Foi coletado 

sangue periférico de cada doador em tubos vacutainers contendo EDTA. Os PBMCs e 

neutrófilos foram isolados seguindo o protocolo do reagente Histopaque (1119 e 1077, 

Sigma-Aldrich). Em seguida foi realizada a separação das populações de Linfócitos T dos 

PBMC por separação magnética utilizando Beads seguindo as instruções do fabricante do 

kit. Ao final os Neutrófilos e Linfócitos T foram contados e plaqueados em meio RPMI 

(RPMI Medium 1640, Gibco) suplementado com antibióticos e soro fetal bovino (FBS) a 

1% na densidade de 5x105 células por poço em placas de 48 poços. Previamente aos 
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estímulos, 7 horas antes, os Linfócitos T foram ativados com a adição de beads que 

ativam os receptores CD3/CD28. Os estímulos nesse experimento inicial foram: PBS 

(controle), PMA (50 ng/mL) e Aa (1:100). Os períodos testados foram: 3h, 6h, 8h, 10h e 

12h.  

 Após as coletas o RNA foi extraído, sintetizado o cDNA, e RT-qPCR realizado 

para os seguintes genes: IL4, IL8, IL12, e	
   TNFA e GAPDH como gene constitutivo 

(Figura A4). A partir dos resultados obtidos do experimento piloto, optamos por 

padronizar o período de estimulação em 4 horas nos experimentos de RT-qPCR, visto 

que na maioria dos genes avaliados neste período encontramos maiores níveis de 

expressão gênica. 
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Figura A4 - RT-qPCR dos Neutrófilos (A) e Linfócitos T (B) nos diversos períodos 
avaliados.  Nesses experimentos podemos observar uma predominância de maior 
expressão dos genes avaliados no período inicial de 3h, com uma diminuição gradativa 
dos níveis ao longo dos períodos, principalmente em relação aos Linfócitos T. Os 
neutrófilos apesar de em alguns genes, IL4 e IL12, mostrarem um aumento dos níveis ao 
longo do tempo, houve um padrão de crescimento similar ao período inicial, com o A.a. 
induzindo maior expressão. Resultado corresponde a dois experimentos independentes 
feitos em duplicata. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Elaboração Própria 
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Coleta e separação das células do sangue periférico 

 O sangue periférico doado pelos voluntários, após coletado foi imediatamente 

separado em gradiente de densidade utilizando Histopaque (Sigma-Aldrich Co.). 

Inicialmente foi preparado um gradiente de densidade pipetando 3,0 mL de Histopaque 

1119 em um tubo tipo Falcon de 15 mL à temperatura ambiente, sobre este foi pipetado 

gentilmente 3,0 mL de Histopaque 1077, a seguir 6,0 mL de sangue periférico. Os tubos 

foram submetidos à centrifugação (700 g por 30 min, à temperatura ambiente, com ajuste 

de aceleração mínima (a=2) e sem brake (b=0). Após a centrifugação foram formadas 

três camadas: a superior contendo células mononucleares, a intermediária os neutrófilos, 

e a camada inferior os eritrócitos. Experimentos-piloto confirmaram a efetividade deste 

protocolo para separação das células, bem como a manutenção de viabilidade superior à 

95%. 

 Após a separação inicial de PMNs/neutrófilos de células mononucleares em 

gradiente de densidade, os neutrófilos foram plaqueados de acordo com a Tabela A1 (que 

descreve os estímulos). A partir dos PBMCs foram separados linfócitos T e monócitos 

com kits de isolamento magnético. Esta etapa de separação celular foi realizada 

utilizando kits comercialmente disponíveis de beads magnéticos conjugados à coquetel de 

anticorpos para antígenos de superfície que possibilitam a separação negativa de 

linfócitos T e monócitos  por meio da depleção dos outros tipos celulares (Dynabeads 

Untouched Human Monocytes e Dynabeads Untouched HumanT cells,Invitrogen Corp.), 

de forma que os tipos celulares de interesse estivessem 'intocados' (i.e., sem 

anticorpos/beads na sua superfície). A população de células mononucleares separadas por 

centrifugação em Histopaque foram lavadas, ressuspendidas e contadas utilizando azul de 
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trypan para identificação de células mortas. Duas alíquotas foram preparadas e para 

separação de linfócitos T e monócitos foi utilizado um kit específico de separação 

magnética (InvitrogenCorp.). Inicialmente o volume necessário de anticorpos/beads foi 

lavado em tampão de isolamento (PBS sem Ca2+ e Mg2+ suplementado 0.1% BSA e 2mM 

EDTA). As células foram ressuspendidas em tampão de isolamento e à esta suspensão 

foram acrescentadas as soluções de bloqueio e o coquetel de anticorpos, seguido de 

incubação por 20 min à 4oC. Após lavagem das células para remoção dos anticorpos não 

ligados, foram acrescentados os beads magnéticos seguindo-se nova incubação com 

agitação constante e suave por 15 min à 4°C para separação de monócitos. Para separação 

de linfócitos T a incubação foi semelhante com agitação constante e suave por 15 min à 

temperatura ambiente. Em seguida foi feita nova lavagem para remoção dos beads não 

conjugados. As células foram ressuspendidas em tampão de isolamento, colocadas em 

estante magnética por 2 minutos. As células em suspensão não aderidas à parede do tubo 

foram cuidadosamente transferidas para um novo tubo falcon, contadas e plaqueadas para 

os experimentos subsequentes. 

 

Avaliação da expressão gênica (RT-qPCR) 

 Os estímulos utilizados foram aqueles apresentados na Tabela A1, de modo que 

foi investigada a expressão dos genes-alvo indicados na Tabela A2 a seguir. Em todos os 

experimentos os controles negativos foram representados por células não estimuladas 

(considerando que o veículo de todos os estímulos foi PBS, inócuo para as células) e 

todos os experimentos foram repetidos duas vezes de forma independente.  

 



Giovana Anovazzi  – Doutorado  97 

Tabela A2 - Genes-alvo e assay IDs dos conjuntos de primers/sonda TaqMan utilizados 

nas reações de RT-qPCR 

Gene Cód. Ensaio Acession # Cobertura 

(exons) 

Amplicon 

(bp) 

GAPDH  Hs02758991_g1 NM_002046.4 7-8 93 

IL4 

IL8  

Hs00174122_m1 

Hs00174103_m1 

NM_000589.2 

NM_000584.3 

3-4 

1-2 

70 

101 

TNFA Hs01113624_g1 NM_000594.2 2-3 143 

IL12 Hs01073447_m1 NM_000882.3 1-2 52 

Fonte: Elaboração Própria 

 O RNA total foi isolado utilizando um sistema de colunas de afinidade para o 

isolamento e purificação do RNA total, incluindo tratamento com DNAse (RNaqueous 

kit, Ambion Inc.). A seguir foi verificada a pureza e quantidade do RNA total extraído 

por meio de espectrofotômetro UV para microvolumes (Nanovue Plus, GE 

Healthsciences). Todas as amostras mostraram razão entre 1.8 e 2.2, comprovando a 

qualidade necessária para os próximos experimentos. Em seguida foi realizada a síntese 

de cDNA utilizando 300 ng de RNA total por meio de primers random hexamers e 

moloneyleukemia vírus reverse transcriptase, segundo as instruções do fornecedor do kit 

(High CapacityRT kit, AppliedBiosystems).  

 

PCR em Tempo Real ou quantitativo (RT-qPCR)  

 A reação de PCR em tempo real foi realizada com conjuntos de primers e sondas 

pré-desenhados (Gene expression assays, Applied Biosystems) para detecção dos genes-
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alvo (IL4, IL8, TNFA, IL12) e do gene constitutivo (GAPDH) por meio do sistema 

TaqMan (TaqMan Universal PCR Master Mix, AppliedBiosystems). A reação foi 

realizada a partir de: 10µL de TaqMan Fast Advanced Master Mix 2x, 1,0µL de primers, 

7,0µL de água e 2,0µL de cDNA, sendo que no controle negativo, foi adicionado 2,0 µL 

de água ao invés do cDNA. Foi utilizado o equipamento StepOne Plus 

(AppliedBiosystems) com as condições de ciclagem otimizadas pelo fabricante (1 min a 

95ºC para desnaturação inicial seguido de 40 ciclos de 20 minutos a 60º C). Os valores de 

Cycle threshold (Ct) obtidos de cada reação foram calculados pelo software do 

equipamento, sendo que a expressão de cada gene alvo foi normalizada pela expressão do 

gene constitutivo (ΔCt). Em seguida foi empregado o método de ΔΔCt para análise da 

expressão gênica. Os resultados foram demonstrados como fold change em relação aos 

controles negativos (células não estimuladas) para cada estímulo. 

 

Avaliação da expressão protéica (Multiplex)  

 Para avaliação compreensiva da influência dos diferentes haplótipos na produção 

de mediadores inflamatórios, ensaios multi-analitos conjugados a beads de poliestireno 

contendo fluoróforos (sistema Multiplex) foram utilizados, segundo as informações do 

fornecedor do kit. O kit utilizado permite a detecção de 25 citocinas e quimiocinas 

relacionadas à resposta imune, incluindo GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony 

Stimulating Factor), TNF-α, IL-1β, IL-4, IL-6, MIP-1β (Macrophage inflammatory 

protein-1β), Eotaxin, RANTES (Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and 

Secreted), MIG (Monokine Induced By Gamma Interferon), IL-12 (p40/p70), IL-8, IL-

17, MIP-1α (Macrophage inflammatory protein 1 alpha), IL-10, IL-1RA, IFN-γ, IL-13, 
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MCP-1, IL-7, IL-15, IFN-α, IL-2R, IP-10, IL-5, IL-2 (Cytokine Human 25-plex panel, 

Life Technologies). Neste experimento, amostras de sangue total foram coletadas por 

punção venosa dos voluntários portadores dos diferentes haplótipos (n=5 por haplótipo, 

totalizando 10 indivíduos) em tubos de coleta à vácuo (Vaccutainers) contendo 

EDTA/K3 como anticoagulante. Antes de plaquear as células, foi  realizada a separação 

de PBMCs de 1ml de sangue total para o ajuste de PBMCs por poço (1x106). O número 

de células viáveis foi determinado por contagem diferencial com corante Azul de Trypan 

0,2% em hemocitômetro. O sangue total foi plaqueado no volume correspondente a 1x106 

de PBMCs e assepticamente diluído em meio de cultura RPMI 1640 na proporção 1:1. 

Estas células foram estimuladas de acordo com a Tabela 1 por 12 h. Ao final dos 

períodos experimentais, as culturas foram centrifugadas (500g, 5 min à 4ºC) e o 

sobrenadante aliquotado e armazenado a -80ºC até o momento de uso nos ensaios multi-

analitos. A análise dos dados foi realizada com o software que acompanha o equipamento 

(Luminex 200 System, Life Technologies) de forma comparativa dentro de cada 

grupo/haplótipo (estímulo versus ausência de estímulo) e entre os diferentes 

grupos/haplótipos (mesmas condições experimentais comparadas entre os diferentes 

haplótipos). Os experimentos foram realizados e analisados em duplicata. 

 

Avaliação do perfil fenotípico da resposta imune (Citometria)  

 Alíquotas das amostras de sangue total para este experimento foram coletadas e 

preparadas como descrito em "Avaliação da expressão protéica".  

 Para esse experimento, as amostras de sangue total foram diluídas 1:1 em meio de 

cultura RPMI 1640 contendo 20% de FBS inativado por calor. Os estímulos foram 
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realizados por 6 horas com PMA+I para o capítulo 1 e de 72 horas de acordo com a 

Tabela A2, na proporção de microrganismos inativados/célula de 100:1 para o capítulo 2. 

Nas últimas 4 horas do período experimental, foi acrescentado o inibidor de transporte 

protéico monensina (Golgi-Stop, BD Biosciences). As células foram coletadas e 

transferidas para tubos falcon e os eritrócitos foram lisados (FACS lyse, BD 

Biosciences). Após a lise dos eritrócitos realizamos o bloqueio das porções Fc com 2,5µg 

por amostra de Fc Block (BD Biosciences) para evitarmos ligações inespecíficas do 

anticorpo. Em seguida as células foram marcadas com os anticorpos dos receptores de 

superfície (CD4, CD14) e as células foram permeabilizadas utilizando tampão contendo 

saponina (Cytoperm, BD Biosciences) para a marcação dos anticorpos intracelulares:  

- Th1/Th2: CD4-PE-Cy7, IFNg-FITC, IL4-PE 

- Th17/Treg: CD4-PE-Cy7, IL17A-PE, FoxP3-Alexa Fluor 488 

- M1/M2: CD14-PE-Cy7, IL10-PE, IL12-FITC 

 Todos os anticorpos foram obtidos comercialmente (BD Biosciences) e os 

controles negativos foram representados por células não marcadas, e também células 

marcadas com a mesma quantidade/diluição de isotipos conjugados aos mesmos 

fluoróforos. A aquisição de no mínimo 10.000 eventos foi realizada em citômetro de 

fluxo FACS Verse (BD Biosciences) e a análise dos dados efetuada com o software 

FACSUITE (BD Biosciences). 
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Experimento piloto para determinação dos parâmetros das análises de Citometria 

de Fluxo. 

 Foram realizados experimentos para determinarmos os parâmetros a serem 

utilizados na Citometria de Fluxo. O protocolo para este experimento foi descrito acima e 

foi definido a partir dos resultados a seguir. 

 Para este experimento piloto foi coletado sangue periférico de 2 pacientes de 

ambos os gêneros. Buscamos otimizar a qualidade da lise dos eritrócitos (Figura A5), e o 

bloqueio de ligações inespecíficas (Figura A6). Também foi importante testar nosso 

protocolo e avaliar a eficiência dos anticorpos que caracterizaram os diferentes perfis 

inflamatórios (Figuras A7, A8 e A9). 
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Figura A5 - Otimização da lise de eritrócitos do sangue total com o tampão BD 
FACS Lysing. A. Lavagem do sangue total de acordo com o protocolo fornecido pelo 
fabricante. Observamos que com uma lavagem não foi o suficiente para lisar todos os 
eritrócitos e quando passado no citômetro foi detectada a presença de muitos debris, e a 
não separação das populações pelos sensores SSC x FSC. B. Com o objetivo de lisar os 
eritrócitos remanescentes foi realizada uma segunda lavagem com o tampão BD FACS 
Lysing. Dessa forma foi possível observar melhora na aquisição dos tipos celulares com 
diminuição dos debris e clareza nas populações. Assim optou-se por seguir este protocolo 
(2 lavagens com o Tampão FACS Lysing) para a realização dos experimentos de 
citometria de fluxo. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Elaboração Própria 
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Figura A6 - Utilização do bloqueador de ligações Fc inespecíficas BD Fc Block. 
Quando realizamos o primeiro experimento piloto foi observado a marcação do Isotipo 
controle para PE-Cy7(A), significando que ocorreram marcações inespecíficas. Para 
eliminar esse problema utilizou-se o BD Fc Block. (B) Como resultado houve diminuição 
dessa marcação inespecífica como pode ser observado no Controle do Isotipo. Definiu-se 
que todas as amostras passarão por esse tratamento do BC Fc Block para garantir a 
especificidade dos anticorpos utilizados. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração Própria 
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Figura A7 - Marcação para CD14 (monócitos) e avaliação do perfil M1 pela 
expressão de IL-12. Nesse experimento piloto buscamos avaliar a efetividade do 
anticorpo para marcação do receptor de superfície celular CD14 associado à detecção de 
IL-12 intracelular. Para tanto foi realizado um ‘gate’ na população CD14 positiva (PE-
Cy7) para avaliar a marcação de IL-12 (FITC). Observamos que as amostras estimuladas 
com PMA/Ionomicina induziram uma maior produção de IL-12 em comparação ao 
controle. Desta forma, comprovamos que foi otimizado o protocolo para detecção do 
perfil M1 em monócitos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Elaboração própria 
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Figura A8 - Marcação para linfócitos T CD4 e avaliação do perfil Th1/Th2. Após a 
realização do ‘gate’ nos linfócitos CD4 avaliamos a produção de IFN-γ (Th1) e IL-4 
(Th2). Observamos que a estimulação com PMA/Ionomicina diminuiu o perfil de Th2 em 
comparação ao controle; entretanto, o perfil Th2 foi predominante em relação ao perfil 
Th1. Este experimento piloto foi realizado para confirmação dos protocolos e da 
efetividade dos anticorpos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Fonte: Elaboração própria 
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Figura A9 - Marcação para linfócitos T CD4 e avaliação do perfil Th17/Treg. Após a 
realização do ‘gate’ para os linfócitos T CD4 avaliamos a produção de IL-17a (Th17) e o 
fator de transcrição FoxP3 (que caracteriza linfócitos T regulatórios). O PMA/Ionomicina 
é utilizado como controle positivo para essas proteínas, uma vez que aumenta sua 
produção funcionando como controle interno do experimento de citometria. Podemos 
observar que o estímulo com PMA/Ionomicina aumentou o perfil Th17 de 17% 
(Controle) para 28%, e o perfil Treg de 0,8% (Controle) para 2,41%. Verificou-se que a 
realização do protocolo deste modo é eficiente para alcançar os objetivos propostos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fonte: Elaboração própria 

 



Giovana Anovazzi  – Doutorado  107 

APÊNDICE B 
 

METODOLOGIA DETALHADA DA PUBLICAÇÃO 1  

 
Estudos utilizando gene-repórter  

 Os constructos utilizados foram preparados por síntese gênica pela empresa 

GenScript, com apoio da FAPESP (Processo 2013/17887-8), seguindo as instruções dos 

pesquisadores responsáveis, segundo as informações a seguir. Foram construídos vetores 

plasmidiais em que a expressão de gene-repórter (green fluorescent protein) está sob o 

controle do promotor proximal de IL4 (fragmento de 2 kb: -1940 até +60). Como também 

faz parte dos referidos haplótipos polimorfismos existentes na região intrônica destes 

genes, foi avaliada a região do intron 3 de IL4 (2,6 kb) das sequências do gene de IL4 

depositadas na base de dados do NIH/NCBI (GenBank accession numbers # M23442.1). 

Estas sequências foram sintetizadas juntamente com a sequência do vetor repórter de 

GFP (pAcGFP1-1, Clontech Lab. Inc). A sequência correspondente ao intron foi inserida 

imediatamente após a sequência codificadora do gene-repórter do vetor e antes do sítio 

poli-A (Figura B1).  
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Figura B1 - Representação esquemática do mapa do plasmídeo (o que foi utilizado 

para nossa construção foi o pAcGFP1-1 - Clontech) de gene-repórter (proteínas 

fluorescentes). São indicadas as posições em que estarão inseridas as sequências de pares 

de base correspondentes aos fragmentos do promotor (2 kb) e intron (2,6 kb)  de IL4.   

  

                                                 

Fonte: Elaboração própria, adaptada do artigo de Han et al.12, 2012. 

 

 Assim, obtivemos um constructo para avaliar a influência do(s) polimorfismo(s) 

na região promotora e/ou intrônica na expressão dos genes. Vale salientar que uma 

construção semelhante para avaliar uma situação equivalente foi publicada para avaliação 

da funcionalidade do gene MYLK 12. 

 

Mutações Sítio-dirigidas 

 A partir do constructo TCI obtido da GenScript, realizamos ensaios de 

Mutagênese Sítio-dirigida para obter os outros constructos carregando outros diferentes 

haplótipos que estão sendo investigados neste projeto, conforme a Tabela B1. 
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Tabela B1 - Mutações sítio-dirigidas que foram realizadas a partir do constructo 

sintetizado. 

Haplótipos 
IL4 

Mutação Primers utilizados (sentido 5’ – 3’) 

TCI  Selvagem 
(constructo 
sintetizado) 

- 

CCI  T628C* Forward: GGAGAACATTGTCCCCCAGTGCTGG 
Reverse: CCAGCACTGGGGGACAATGTTCTCC 

CTI  C1184T* Forward: 
CCTGATAAACTAATTGTCTCACATTGTCACTGC 
Reverse:  
GCAGTGACAATGTGAGACAATTAGTTTATCAGG 

TTD  Selvagem - 

*sítio de mutação a partir do primeiro nucleotídeo do promotor clonado. Em negrito e 

sublinhado estão os nucleotídeos mutados pela reação de mutagênese sítio-dirigida. 

Fonte: Elaboração própria. 

 A partir do constructo sintetizado TCI (Figura B2), fizemos 2 mutações sítio-

dirigidas para obtermos as construções CCI e CTI. Estas mutações sítio-dirigidas foram 

criadas no constructo (vetor) utilizando primers contendo as bases nitrogenadas a serem 

modificadas. Os primers foram desenhados por meio do programa SnapGene Viewer 

(Tabela B1). A reação da polimerase em cadeia (PCR) para a mutagênese sítio-dirigida 

foi realizada com o kit Phusion (Biolabs). A reação de polimerização foi conduzida 

separadamente com o primer forward e com o primer reverse, contendo: 0,3 µL de 

Phusion 2,000 U/mL, 0,25 µL de MgCl2 1,5 mM, 0,75 µL de dNTP (contendo 100 mM 

de dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 5,0 µL de Buffer HF 5x, 0,4 µL de primer (40 pmol), 

500 ng de DNA molde (plasmídeo contendo a sequência a ser modificada) e água até 

completar o volume de 25 µL. Em paralelo à reação de mutagênese sítio-dirigida, foi 
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preparada outra reação com os mesmos componentes, entretanto, na ausência da enzima 

polimerase, a qual foi utilizada como controle negativo da mutagênese. As amostras 

foram colocadas no termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) 

e as condições da reação foram: hotstart de 98 ºC por 1 min, seguido de 30 ciclos de 

desnaturação a 98 ºC por 10 s, anelamento a 50 ºC por 30 s e polimerização a 72 ºC por 5 

min e um ciclo final de polimerização a 72 ºC por 5 min. Após a reação da PCR, o 

produto de cada reação, sintetizado separadamente com o oligonucleotídeo forward e o 

reverse foi reunido no mesmo microtubo de 200 µL, elevando a temperatura do meio 

reacional a 98 ºC e depois o anelamento entre as fitas foi realizado pela redução gradativa 

da temperatura a cada 1 min, até 37 ºC. 

 O DNA plasmidial molde foi digerido com DpnI (20 U/µL; New England 

Biolabs), em uma reação contendo o produto de anelamento das PCRs e 5 µL de tampão 

CutSmart (New England Biolabs) e incubada overnight a 37 ºC. Após a digestão, o 

produto plasmidial foi transformado em Escherichia coli competente.   

 

Figura B2 - Representação esquemática do constructo TCI dada pelo software 

SnapGene.  

                       

Fonte: Elaboração própria 
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Transformação de E.coli 

  O produto dessa digestão foi transformado em E. coli DH5α competente através 

de choque térmico. Para a transformação, foram adicionados em um microtubo 20 µL da 

reação de digestão, 80 µL de tampão de transformação (10% de solução dos sais: KCl 1 

M, CaCl2 0,3 M, MgCl2 0,5 M; 15% de solução m/v de polietilenoglicol 4000 10% e 

água q.s.p.) e 100 µL da bactéria competente. O tubo foi incubado no gelo por 30 min e, 

em seguida, incubado a 42 ºC por 2 min. Foi adicionado, em cada microtubo, 1 mL de 

meio LB (Lúria-Berthani) seguindo incubação a 37° C por 1 h. Os microtubos foram 

centrifugados por 1 min na máxima velocidade. O pellet gerado foi ressuspendido em 100 

µL do sobrenadante que foi plaqueado em meio LB contendo canamicina (25 µg/µL) e as 

placas foram incubadas por 12 a 16 horas a 37° C. 

 O crescimento de colônias nas placas da reação e do controle negativo foram 

analisados. Quando o crescimento de colônias na placa da reação foram ≥ 5x o controle 

negativo, significou que a mutagênese foi eficiente e, portanto, deve-se prosseguir com a 

identificação de clones mutagenizados. Dessa placa transformada, foram selecionados 8 

colônias isoladas, as quais foram inoculadas em nova placa de LB + canamicina e no 

mesmo meio em caldo (Figura B3), com nova incubação a 37º C  por 12 a 16 horas.  

 A preparação plasmidial das culturas utilizou o kit QIAprep Spin Miniprep 

(QIAGEN) conforme protocolo do fabricante, e foi realizada a partir dos inóculos 

líquidos.  
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Figura B3 - Representação da transformação da E.coli e dos inóculos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Preparação plasmidial - kit Qiaprep Spin Miniprep 

 A partir dos inóculos líquidos, fizemos a preparação dos diferentes plasmídeos 

através do Kit Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen), seguindo o protocolo do Kit. Um volume 

de 3 mL de cultura foi decantado em  microcentrífuga (Eppendorf 5415D) a 14.000 g por 

1 min. O pellet foi ressupendido em 250 µL de tampão P1 contendo RNAse e depois 

foram adicionados 250 µL de tampão de lise P2. O microtubo foi invertido por 4 a 6 

vezes e foram adicionados 350 µL de tampão de neutralização N3. Repetiu-se a 

homogeneização por inversão e o microtubo foi centrifugado a 14.000 g por 10 min. O 

sobrenadante foi transferido para a coluna QIAprep acoplada sobre um tubo coletor e 

centrifugado por 1 min a 14.000 g. O filtrado foi descartado, a coluna foi lavada com 750 

	
  

	
  

Inóculos	
  líquidos	
  
(caldo) 

E.coli	
  transformada 

Colônias	
  isoladas 
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µL de tampão PE e submetida a nova centrifugação, repetindo-se a mesma por 1 min para 

remoção de resíduos do tampão de lavagem. A coluna foi transferida para um tubo de 

centrífuga, foram adicionados 50 µL do tampão de eluição EB, a coluna foi incubada à 

temperatura ambiente por 1 min e depois, centrifugada por 1 min a 14.000 g para eluição 

do DNA plasmidial. Após eluirmos o DNA plasmidial, quantificamos essas amostras 

com o espectrofotômetro NanoDrop 2000 (ThermoFisher) para posterior emprego de 400 

ng de cada amostra na reação de PCR de sequenciamento. 

 Para as reações de PCR para sequenciamento foi utilizado o kit Big Dye® 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Para a confirmação de 

cada uma das mutações foram utilizados oligonucleotídeos diferentes, apresentados na 

Tabela B2. Foram misturados 1 µL de mix Big Dye, 3,5 µL do tampão de 

sequenciamento (5X), 1 µL do oligonucleotídeo  iniciador adequado (3,2 µM), 4 µL do 

DNA plasmidial (100 ng/µL) e água q.s.p. para o volume final de 20 µL. As condições de 

amplificação foram: hot start de 96º C por 1 min, seguida de 25 ciclos de 96º C por 10 s, 

43º C por 5 s, 60º C por 4 min e extensão final de 60º C por 5 min. Em seguida à 

amplificação, as amostras foram precipitadas com o kit Big Dye® XTerminator™ 

Purification Kit (Applied Biosytems) seguindo o protocolo do fabricante, mantendo-as na 

ausência de luminosidade. Para cada amostra a ser sequenciada, foram utilizados 10 µL 

de solução X-Terminator™, 45 µL de solução SAM e 10 µL da PCR. As amostras foram 

submetidas a homogeneização em vórtex por 30 min e centrifugadas por 2 min a 1000 g 

em 4° C. O sequenciamento automático foi realizado com 20 µL de cada amostra no 

sequenciador Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems). 
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Tabela B2 - Oligonucleotídeos iniciadores (primers) utilizados para a PCR de 

sequenciamento. 

Mutação Primers utilizados (sentido 5’ – 3’) Região de anelamento 

T628C GCTTCCTTATGGGTAAGGACC De 525 a 545 pares de base a partir 

do início do promotor 

C1184T TCACCTGATACGACCTGTCC De 576 a 595 pares de base a partir 

do início do promotor 

Fonte: Elaboração própria. 

 Com os dados do sequenciamento, a qualidade e confiabilidade foram verificadas 

com o programa Sequence Scanner v 2.0 (Applied Biosystems). Com as sequências de 

boa qualidade obtidas foi realizado um alinhamento múltiplo global com a ferramenta 

ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) em comparação à sequência 

original (também chamada de selvagem, ou wt), com 800 nucleotídeos a partir da região 

de anelamento dos primers utilizados na reação de sequenciamento, o que possibilitou a 

visualização das mutações. 

Dessa forma, a partir do constructo sintetizado TCI (Figura B2), fizemos a 

primeira mutação sítio-dirigida para obtermos a construções CCI. Após todas as etapas 

descritas acima, podemos verificar através do resultado do sequenciamento, que o alelo T 

presente na sequência wt (sequência selvagem) foi mutado para alelo C (presente nas 

sequências R5, R7 e R2, grifados em amarelo) (Figura B4), comprovando a eficácia da 

mutagênese sítio-dirigida. 
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Figura B4 - Resultado do sequenciamento referente a 1º mutação sítio dirigida. A 
partir do constructo TCI obtivemos o constructo CCI. 

     

Fonte: Elaboração própria. 

 Para a realização da segunda mutagênese sítio-dirigida, a qual queremos obter o 

haplótipo CTI, usamos o plasmídeo R2 que obtivemos a partir da 1º mutagênese sítio-

dirigida (CCI). Novamente todas as etapas desde a PCR para mutagênese sítio dirigida, 

até o sequenciamento foram realizadas como descritas acima. Com os resultados do 

sequenciamento verificamos que o alelo C (mostrado na figura na sequencia wt) foi 

mutado para o alelo T (sequência R2, R3, R6, R1, R5, grifados em rosa), (Figura B5), e 

dessa forma obtivemos o haplótipo CTI, confirmando a eficiência da mutagênese. 

Figura B5 - Resultado do sequenciamento referente a 2º mutação sítio dirigida, que 
a partir do alelo C obtivemos o alelo T. 

    

Fonte: Elaboração própria. 

 
 A partir dos plasmídeos obtidos pelas mutagêneses, está sendo transfectadas as 

células JM (Linfócitos T humanos) e os efeitos dos diferentes haplótipos na região 
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promotora e/ou intrônica estão sendo avaliados pela expressão do gene repórter 

utilizando citometria de fluxo. 

 

Experimento piloto para determinação do tipo celular para otimização de 

transfecção  

 Experimentos foram realizados para determinação do tipo celular a ser utilizado 

para a transfecção e a otimização do sistema Neon (Invitrogen Corp.) em células JM 

(linfócitos T de humanos) e U937 (monócitos humanos) com um plasmídeo utilizado 

para testar eficiência de transfecção pMAX-GFP (10µg). Após 24 horas da transfecção 

nesses tipos celulares, verificamos a eficiência de 90% da transfecção nas células JM 

(Figura B6).  

Figura B6 - Transfecção e a otimização do sistema Neon, (Invitrogen Corp.). Células 
24 horas após a transfecção; A. Células JM transfectadas com Pmax; B. Células U937 
transfectadas com Pmax. 

     

Fonte: Elaboração própria. 
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Transfecção dos diferentes plasmídeos nas células 

 Esses vetores plasmidiais mutagenizados (constructos dos diferentes haplótipos) 

foram transfectados por eletroporação/reagentes catiônicos (sistema Neon, 

InvitrogenCorp) em células JM (linfócitos T Humanos) e os efeitos dos diferentes 

haplótipos na região promotora e/ou intrônica foram avaliados pela expressão do gene 

repórter utilizando citometria de fluxo.  

 Utilizando a transfecção por sistema Neon, células JM em cultivo foram 

centrifugadas a 400 g por 5 min, lavadas com PBS 1x, e na concentração padronizada 

para este tipo celular (2x107 cels/mL) são ressuspendidas em tampão Buffer R (Kit Neon, 

InvitrogenCorp). Dessa suspensão, 100 µl foram transferidos para um novo microtubo e 

adicionada a concentração de 10 µg de plasmídeo. Os parâmetros para JM foram 

ajustados no equipamento: voltagem 1350 V, tempo 10 ms e pulso 3.  

 Após este procedimento, adicionou-se o conteúdo da ponteira utilizada na 

eletroporação em um poço previamente incubado com meio de cultura RPMI 1840 

suplementado com 10% FBS sem antibiótico. Os estímulos com PMA+I, IL-1b e IL-4 

com anti IL-12 para polarização do perfil Th2 foram realizados 24 horas após o 

procedimento de transfecção, e os resultados da expressão de GFP foi avaliado 24 horas 

após os estímulos por citometria de fluxo. Todos os experimentos foram feitos em 3 

experimentos diferentes e em triplicada. 
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APÊNDICE C 
 
METODOLOGIA DETALHADA DA PUBLICAÇÃO 2 
	
  
Metodologia de cultivo Pg e Aa  

 Todas as cepas foram mantidas em caldo BHI (brain heart infusion) contendo 

20% de glicerol em freezer a -80o C. As amostras de P. gingivalis (Pg) foram cultivadas 

em placas de ágar sangue (sangue desfibrinado de carneiro) suplementado com hemina 

(0,5 mg/ml) e menadione (1 mg/ml) (Sigma Chemical Co, St Louis, EUA) e em jarra sob 

atmosfera de anaerobiose (GasPackTM EZ Anaerobe Container System with Indicator, 

BD) em estufa de CO2 a 37º C durante 1 semana antes de cada coleta de sangue.  

 Após esses 7 dias, para obter as culturas de P. gingivalis em fase exponencial de 

crescimento, a amostra foi cultivada em caldo triptone soja (TSB) suplementado com 

menadione (1mg/ml) e baixa concentração de hemina (1 µg ml−1) por 24 horas, seguindo-

se da diluição 1:40 no mesmo meio de incubação até atingir a DO495nm ~ 0,5.  

 As amostras de A. actinomycetemcomitans foram cultivadas em placas de ágar 

com meio TSB e em jarra sob atmosfera de anaerobiose (GasPackTM EZ Anaerobe 

Container System with Indicator, BD) em estufa a 37º C durante 48 horas. Para obter 

culturas de A. actinomycetemcomitans em fase exponencial de crescimento, a amostra foi 

cultivada em caldo TSB e incubada durante 24 horas em jarra com atmosfera de 10% de 

CO2 dada pelo envelope GasPakTM. Após este intervalo de tempo, a concentração da 

suspensão bacteriana foi ajustada por mensuração em espectrofotômetro à DO 495 nm para 

~1,0; seguindo-se à diluição 1:40 em caldo TSB e incubação por 7 horas. 
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 Para os experimentos de expressão gênica e multiplex, as bactérias foram 

utilizadas vivas na proporção de 1:100 celula/bactéria. Para o experimento de citometria 

de fluxo as bactérias foram inativadas por calor em banho-maria à 65º C por 1 hora. 
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