*’ “Julio de Mesquita Filho”

UNESP - Universidade Estadual Paulista

Mol TFACYLDADE [ Dp~.
N

Faculdade de Odontologia de Araraquara

GIOVANA ANOVAZZI

INVESTIGACAO DA FUNCIONALIDADE DE HAPLOTIPOS NO GENE

INTERLEUCINA 4

ARARAQUARA

2016



Ve ’ “Jilio de Mesquita Filho”

| [FACYLDADE[| BF

}“ UNESP - Universidade Estadual Paulista

A

£

B vavADY VAV

Faculdade de Odontologia de Araraquara

GIOVANA ANOVAZZI

INVESTIGACAO DA FUNCIONALIDADE DE HAPLOTIPOS NO GENE

INTERLEUCINA 4

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagao
em Odontologia — Area de Periodontia — Faculdade
de Odontologia de Araraquara da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, para a

obtencao do titulo de Doutor em Odontologia.

Orientadora: Profa. Dra. Raquel Mantuaneli Scarel

Caminaga

ARARAQUARA

2016



Anovazzi, Giovana

Investigagdo da funcionalidade de haplétipos no gene IL4 / Giovana
Anovazzi .-- Araraquara: [s.n.], 2016.

121 £ ;30 cm.

Tese  (Doutorado) ~  Universidade  Estadual Paulista,
Faculdade de Odontologia
Orientadora: Profa. Dra Raquel Mantuaneli Scarel Caminaga

1. Doengas periodontais 2. Polimorfismo genético 3. Expressao
génica I. Tiwlo

Ficha catalogrifica claborada pela Biblioteciria Marley C. Chiusoli Montagroli, CRB-8/5646
Servigo Técnico de Biblioteca ¢ Documentagio da Faculdade de Ocontologia de Araraguara / UNESP



Giovana Anovazzi — Doutorado

GIOVANA ANOVAZZI

INVESTIGACAO DA FUNCIONALIDADE DE HAPLOTIPOS NO GENE

INTERLEUCINA 4

COMISSAO JULGADORA

TESE PARA OBTENCAO DO GRAU DE DOUTOR

Presidente e Orientador: Prof*. Dr". Raquel Mantuaneli Scarel Caminaga
2° Examinador: Prof. Dr". Andrea Marcia Marcaccini

3° Examinador: Prof®. Dr. Ricardo Della Coletta

4° Examinador: Prof®. Dr. Carlos Rossa Junior

5° Examinador: Prof. Dr. Joni Augusto Cirelli

Araraquara, 28 de Margo de 2016.



Giovana Anovazzi — Doutorado

Nascimento

Filiacao

2005 - 2008

2009 - 2010

2010 - 2012

2013 - 2014

2012 - 2016

Giovana Anovazzi

Dados curriculares

25 de Novembro de 1986 — Catanduva — SP
Allan Anovazzi

Margarete Maretti Anovazzi

Curso de graduacdo em Odontologia — Faculdade de
Odontologia de Araraquara — FOAr Universidade
Estadual Paulista — UNESP

Curso de Especializagdo em Periodontia — Faculdade
de Odontologia de Araraquara — FOAr Universidade
Estadual Paulista — UNESP.

Curso de Pés-Graduacio em Odontologia, Area de
concentracdo em Periodontia — Nivel Mestrado
Faculdade de Odontologia de Araraquara — FOAr
Universidade Estadual Paulista — UNESP.

Curso de Especializagdo em Odontopediatria — Apcd
Associacdo Paulista de Cirurgides Dentistas —

Araraquara.

Curso de Pés-Graduacio em Odontologia, Area de
concentracdo em Periodontia — Nivel Doutorado
Faculdade de Odontologia de Araraquara — FOAr
Universidade Estadual Paulista — UNESP.



Giovana Anovazzi — Doutorado

Dedico este trabalho...

A Deus. Primeiramente pela minha vida! Por sempre estar presente, me amparar € me
acompanhar em todos os momentos! Por sempre me confortar nos momentos dificeis.

Pela F¢ absoluta e pela certeza que sinto que estd sempre ao meu lado me amparando.

Aos meus pais, Allan Anovazzi ¢ Margarete Anovazzi, por estarem sempre ao meu
lado, me apoiando em cada decisdo a ser tomada. Por todo amor a mim dedicado,
compreensdo e incentivo! Pelas palavras de carinho e por sempre confiarem em mim! Por
me ensinarem que com muito trabalho, garra, ética persisténcia e amor Podemos

Conseguir Tudo Aquilo Que Desejamos!! Obrigada por sempre me mostrarem o melhor

caminho a ser seguido! Tenho imenso orgulho de ter vocés como meus Pais! Agradeco a
Deus por ter colocado vocés na minha vida! E aos meus irmaos Allan e Cris por estarem

sempre presentes, por todo companheirismo, carinho, apoio e amizade, Amo vocés!!

Ao meu esposo, Marcell Costa de Medeiros, por ser essa pessoa excepcional,
maravilhoso e encantador. Por toda paciéncia, compreensdo, companheirismo ¢ amor!
Vocé foi e ¢ fundamental para minha vida, e também foi fundamental para o
desenvolvimento deste trabalho, obrigada por ndo me deixar desistir e por estar sempre
ao meu lado me dizendo: Vamos 14, vocé consegue! Estou aqui pro que precisar! Tudo
isso foi muito importante!! Muito obrigada pelas infinitas vezes que s6 me abracava e eu

sentia que assim estava segura. Obrigada por EXISTIR! TE AMO INFINITAMENTE!



Giovana Anovazzi — Doutorado

Agradeco especialmente...

A minha orientadora e amiga, Profa. Dra. Raquel Mantuaneli Scarel
Caminaga, por ser essa pessoa Unica e especial. Agradeco a Deus por ter me colocado no
seu caminho, e por vocé acreditar que eu era capaz de desenvolver os seus projetos.
Obrigada pelas inumeras horas de conversas sobre a tese e principalmente sobre a vida!
Obrigada pelo ombro amigo muitas vezes que eu precisei! Obrigada por toda confianca
depositada em mim desde o comeco, pelos infinitos ensinamentos que aprendi com vocé
durante todos esses 10 anos de boa convivéncia como sua orientada. Admiro sua postura,

sua indole, sua dedicagdo, sua competéncia ¢ seu Amor por tudo que vocé faz!

Obrigada por me permitir fazer parte do seu convivio diario, sou e serei imensamente

grata a vocé por Tudo!!

Ao Prof. Dr. Carlos Rossa Junior, por toda competéncia e apoio no
desenvolvimento deste trabalho. Por todos os ensinamentos transmitidos durante as aulas,
na metodologia deste trabalho, sua paciéncia e tranquilidade que me passava quando me
ensinava as cirurgias na especializagdo de periodontia. Vocé professor, ¢ um exemplo de
dedicagdo e competéncia com o seu trabalho! Com toda certeza, ¢ um exemplo a ser

seguido! Sempre digo ao Marcell para aprender a0 maximo com o senhor!

As minhas grandes amigas Suzane Pigossi, Luana Pires Verzola ¢ Andressa
Vilas Boas, que sdo as Lindas! Que sdo fundamentais para o meu riso! Me escutam, me
ensinam, me aconselham, cada uma com seu jeito especial e particular de ser. Estando
sempre ao meu lado, me apoiando, e muitas vezes me mostrando o melhor caminho. E

muito bom poder contar com vocés! Sei que sempre terei um ombro amigo, alias Trés!

A minha amiga Thamiris Orrico Rodrigues, por ser minha irma de coragao! A
melhor dupla de pediatria que eu poderia ter. Obrigada pelo carinho e por ser essa pessoa

Maravilhosa que eu tanto admiro! Sinto saudades, sempre.



Giovana Anovazzi — Doutorado

A minha amiga Livia S. Finoti, por ser essa companheira de jornada! Por
todos as experiéncias divididas, pelo carinho, apoio que sempre me dedicou!

Obrigada por todos os momentos proporcionados e pelos anos de amizade.

As minhas amigas Samia e Sdmara, obrigada pela convivéncia diaria, pelo

carinho de sempre, com certeza vocés sdao pessoas especiais!! Adoro muito voceés.

Aos casais de amigos, Luana e Mario, Andressa e Jilio, Ana e Lucas,
Thamiris e Eduardo, por toda amizade, pelos inumeros jantares, passeios, viagens com
vocés. Vocés sdo especiais € quero levar vocés comigo para o resto da vida! Com certeza

voces fizeram meus dias mais alegres e felizes!

Ao casal Diana e Edgard que trouxeram alegria nos nossos dias frios em
Michigan! Vocés se tornaram tdo especiais! Obrigada por todos os conselhos e por
torcerem sempre por nds. Podem acreditar também que estamos na torcida do melhor

para vocés sempre!

Aos meus amigos Joao Paulo Steffens e Fausto Frizera pelos bons momentos
de amizade vividos durante esses anos de convivéncia. Obrigada por fazerem parte do
nosso dia a dia! Vocés sdo pessoas queridas e especiais para nds! Acreditamos que nossa

amizade prevalecera apesar das distancias.

Aos meus amigos do Laboratorio de Genética, Suzane, Livia, Samia, Rafael,
Romerito, Thamires, Bruna e Larissa. Tenho certeza que somos um verdadeiro grupo,
que juntos nos ajudamos e nos apoiamos! Desejo nada menos que sucesso para todos

voceés!

As minhas grandes amigas inesquecivel da Turma 80, Ana Ligia Micelli, Maria
Emilia Pontes e Maria Eugénia Lunardi. Tivemos momentos inesqueciveis juntas.
Vocés ndo imaginam a falta que me fazem aqui em Araraquara! Nao hé distancia capaz

de mudar o tamanho do carinho, amor e respeito que tenho por vocés!



Giovana Anovazzi — Doutorado

A Profa. Dra. Ticiana Capote sempre tdo presente, por toda amizade! Pelas
palavras de carinho e pelos inimeros conselhos! Pelas tarde de café da tarde, ou pelos
jantares. Por todas as vezes que em prantos em chegava na sua sala e sempre me recebia
com um abraco e uma palavra de carinho! Sempre me dando forgas! Obrigada por

tudo Tici, vocé € especial pra mim!

A Familia Anovazzi e Maretti, minha familia obrigada pelo carinho de sempre e
por todo apoio! Sou imensamente feliz de té-los ao meu lado, sabendo sempre que posso
contar com vocés para o que eu precisar. Estamos juntos desde sempre e assim vamos

continuar! Adoro cada um de vocés!

A Familia Costa de Medeiros, por serem minha segunda familia e me fazerem
sentir em casa 14 em Natal. Em especial, a Lourdinha, Arnaldo e Arnaldo Jr. obrigada
pelo carinho por todo apoio e por me receberem tdo bem nesta familia! Fico imensamente

feliz de saber que posso contar com voces.

"4 gente precisa continuar acreditando: que vale a pena ser fhonesto,
estudar e trabalhar. Que € preciso construir: a vida, o futuro, o cardter,

a familia, as amizades e os amores”

(Cuft)



Giovana Anovazzi — Doutorado

Agradeco...

A Faculdade de Odontologia de Araraquara (UNESP), na pessoa da sua Diretora,
Profa. Dra. Andreia Affonso Barretto Montandon, ¢ da Vice-Diretora, Profa. Dra.
Elaine Maria Sgavioli Massucato, pelas condi¢des oferecidas para a realizacdo desta

pesquisa.

Ao Coordenador do Curso de Pos-Graduagdao em Odontologia, Area de Periodontia, Prof.
Dr. Carlos Rossa Junior, ¢ a todos os docentes do Curso de Pods-Graduagdao do
Programa de Periodontia, pela excelente formagdo, dedica¢do, competéncia e empenho

em suas atividades.

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdao Paulo — FAPESP, pelo apoio
financeiro para realizagdo desta pesquisa (2013/17887-8) e pela concessdo da bolsa de

Doutorado (2014/04638-2).

Aos Docentes da Disciplina de Periodontia desta faculdade, Prof. Dr. Elcio Marcantonio
Junior, Profa. Dra. Rosemary Adriana Chiérici Marcantonio, Prof. Dr. Carlos Rossa
Junior, Prof. Dr. Joni Augusto Cirelli, Prof. Dr. José Eduardo Cézar Sampaio, Profa.
Dra. Silvana Regina Perez Orrico, Daniela Leal Zandim Barcelos que colaboraram

com a minha formacao.

Aos meus amigos de turma de Doutorado: Fausto, Fernanda, Livia, Luiz Guilherme,

Marecell, Rafael e Sabrina, pelo companheirismo, amizade e momentos de descontragao.

A todos os funciondrios e ex-funciondrios da Disciplina de Periodontia, Isabela,
Suleima, D. Maria do Rosario, Maria José (Zezé), Priscila, Regina Licia,

Claudinha, Ester , cujo trabalho e dedicagdo possibilitou a realiza¢do desse trabalho.



Giovana Anovazzi — Doutorado

A todos os funcionarios do Departamento de Morfologia, especialmente Margarete,
Marcelo e Ronaldo, pela atengdo e disponibilidade que sempre me atenderam e cederam

um ombro amigo.

Aos funcionarios e ex-funcionarios da Secao de Pds-Graduacao, Mara, José Alexandre
e Cristiano, pela gentileza com que sempre me receberam, paciéncia, competéncia e por

resolverem tantas davidas.

Aos funcionarios da Biblioteca, Marley, Eliane, Adriano, Maria Inés e¢ Ceres, pela

disposi¢do de sempre.

Aos Pacientes, que se fazem necessarios para a realizacdo desta pesquisa e que tanto
colaboraram, contribuindo com a realizacdo dos exames clinicos e coletas. Meu imenso

agradecimento. Muito obrigada.

A todos que, direta ou indiretamente, colaboraram e tornaram possivel a realizacao deste

trabalho.



Giovana Anovazzi — Doutorado

Aprendi gue vai demorar muito para me transformar
74 pessoa que quero ser, ¢ devo ter paciéncia!

Mas aprendi também, gue posso ir além dos limites
que eu proprio Coloquer!!

(Charles Chaplin)



Giovana Anovazzi — Doutorado

Anovazzi G. Investigagdo da funcionalidade de haplotipos no gene Interleucina 4 [Tese
de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

RESUMO

A Doenga Periodontal (DP) tem carater multifatorial, com influéncia de fatores
como a presenca de microrganismos periodontopatogénicos, reacdo do sistema imune,
suscetibilidade genética do hospedeiro, habito de fumar, stress e presenga de doencas
sistémicas. O tecido periodontal inflamado produz vérias citocinas, dentre elas a
interleucina 4 (IL-4). Estudos realizados por este grupo identificaram que individuos
carregando os polimorfismos -590(T/C), +33(T/C) e VNTR(I/D) no gene /L4 formando o
haplotipo TCI/CCI sdo 5 vezes mais suscetiveis & DP (Odds Ratio ajustado= 5,3; 95%
Intervalo Confianga = 2,2 -12,9), enquanto o haplotipo TTD/CTI conferiu prote¢ao contra
o desenvolvimento da DP, Odds Ratio ajustado= 0,18 (95% Intervalo Confianca = 0,04 -
0,88). Assim, para verificar a funcionalidade dos haplotipos no gene /L4, o objetivo deste
estudo foi investigar possiveis diferengas na resposta imune frente a estimulos
inflamatorios e de bactérias periodontopatogénicas em células coletadas do sangue de
pacientes que carregam tais diferentes haplotipos. A funcionalidade dos referidos
haplotipos no gene /L4 foi também investigada por meio da regulacdo da expressdo do
gene reporter presente em plasmideos recombinantes construidos artificialmente
(constructos). Foram coletados sangue periférico de 5 pacientes de cada hapldtipo e
estimulados com mediadores inflamatérios e bactérias periodontopatogénicas para se
avaliar a expressdo génica (mRNA, RT-qPCR), proteinas secretadas (Multiplex) e
proteinas intracelulares caracterizando o perfil fenotipico celular (Citometria de fluxo).

Constructos contendo cada haplotipo foram transfectados em células JM e sua
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funcionalidade foi avaliada por meio da expressdo do gene reporter GFP utilizando
citometria de fluxo. Independente do tipo de estimulo a que as culturas celulares foram
submetidas, foram detectados niveis mais elevados de mRNA e da proteina IL-4 no grupo
do haplotipo CTI/TTD, que também apresentaram niveis mais elevados de outras
citocinas anti-inflamatorias. Culturas celulares com o haplotipo TCI/CCI mostraram
resultado oposto; isto €, niveis mais elevados de citocinas pro-inflamatérias. Observou-se
também que o constructo TCI apresentou os maiores niveis de expressdo de GFP em
comparagdo ao constructo contendo apenas o polimorfismo na regido promotora.
Conclui-se que os haplotipos formados por polimorfismos no gene /L4 influenciaram os

niveis de expressdo genica e de proteinas.

Palavras-Chave: Doengas periodontais. Polimorfismos genéticos. Expressao génica.




Giovana Anovazzi — Doutorado

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 INTRODUCAO

A Doenca Periodontal (DP) ¢ caracterizada por um processo inflamatorio
destrutivo que afeta os tecidos de suporte do dente, a qual tem origem infecciosa
(Fleming’ , 1999; Vergnes et al.>!, 2009). O actimulo de bactérias no sulco gengival pode
desencadear um processo inflamatorio que, se ndo tratado, destr6i o periodonto, e
eventualmente resulta em perda dos dentes (Heitz-Mayfield'®, 2005).

A resposta do hospedeiro ¢ considerada como fator chave na patogénese da
periodontite (Darveau et al.’”, 2000). Cerca de 20% das doengas periodontais ¢ atribuida a
variagao bacteriana, 50% tém sido atribuidas a variancia genética e mais de 20% ao uso
de tabaco (Loss et al.'’. 2003:; Page et al 22, 2000). Dessa forma a doenca periodontal ¢
considerada uma patologia de carater multifatorial (Loss et al.'’, 2003).

Uma importante citocina relacionada com a resposta imune que apresenta
variagdes genéticas associadas ao fenotipo de doenga periodontal destrutiva ¢ a IL-4. O
gene /L4 compreende quatro exons, possui tamanho aproximado de 10 kb (GenBank n°
M23442), e esta localizado no cromossomo 5q31.1 (Arai et al.’, 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 vérias fun¢des importantes no sistema imune
como: a) diminui potentemente a funcdo de macréfagos; b) atua como mitégeno de
células B e induz sua diferencia¢do apds estimulo com LPS de bactérias; ¢) estimula a
mudanga do isotipo da célula B de IgM para IgE; d) diferencia linfocitos T virgens em
subpopula¢des Th2 (Abbas et al.', 2003). A IL-4 estimula células Th2 e inibe as fungdes
de células Thl (Bozkurt et al.’, 2006; Tsai et al.? 0, 2007). Por esses motivos o

envolvimento da IL-4 na DP tem sido investigado, mostrando, contudo, resultados
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contraditorios (Manhart et al.lg, 1994; Michel et al.21, 2001; Salvi et al.25, 1998; Scarel-
Caminaga et al.*®, 2003). Referente & quantidade de IL-4 encontrada no fluido sulcular de
sitios afetados pela DP, que védo desde a auséncia (Fujihashi et al.'’, 1993; Michalowicz
et al.zo, 2000; Shapira et al.27, 1992; Yamamoto et al.32, 1997) ou baixa quantidade Salvi
et al.”*,1998) até alta concentracdo de IL-4 (Kamma et al.'”, 2004).

Polimorfismos nos genes que codificam interleucinas podem explicar as
diferengas individuais dos seus niveis proteicos, principalmente se dentro de regides
promotoras. Um estudo realizado pelo presente grupo de pesquisa investigou
polimorfismos no gene /L4 em 250 individuos com e sem DP, e demonstrou que um
polimorfismo de base tnica ou Single Nucleotide Polymorphism (SNP) no l6cus —590
(T/C; promoter region, rs2243250) do gene /L4 foi estatisticamente diferente quanto a
frequéncia de alelos (p=0,021), e de genotipos (p=0,0008) entre os grupos com e sem
DP”. A anélise da “razio das chances” ou “Odds Ratio”(OR) demonstrou que individuos
com pelo menos um alelo T tém 2,51 vezes mais chance de desenvolver DP (p=0,0008;
OR =2,51; 95% IC = 1,49 — 4,23). No lécus +33(C/T, regido 5’UTR or -34 contando a
partir do codon de start; rs2070874), verificou-se diferenca estatistica na frequéncia de
alelos (p=0,0007) e de gendtipos (p= 0,0067) entre os grupos Controle e DP, observando
que individuos que possuem o alelo T (+33) estdo mais protegidos contra o
desenvolvimento da DP (OR=0.49; 95% IC= 0,33 — 0,73). Concordando com nosso
estudo, Gonzales et al.'' (2007) investigaram os polimorfismos -590(T/C), +33(T/C) em
individuos com periodontite agressiva, e demonstrou associagdo dos gendtipos -590T/T,
+33T/T com esta patologia. Para o polimorfismo do tipo VNTR (repeticdo em tandem de

nimero variavel, insercdo/delecdo de 70 pb no intron 3, or indel, rs2234665), foi
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observada diferenga significativa na distribui¢ao de alelos (p= 0,0031) e de genotipos (p=
0,0026) entre os grupos controle e DP. Individuos com o alelo I (insercao de 70pb) foram
2 vezes mais suscetiveis a DP (OR = 2,12 95% IC= 1,30-3,43). A anélise dos gendtipos
reforcou a associagdo do alelo I com a suscetibilidade a DP (p=0,0006; OR = 2,62 95%
IC= 1,48-4,65). Dessa forma, o haplotipo TCI/CCI formado pelos polimorfismos -590
(T/C), +33(T/C) e VNTR (I/D), no gene /L4 se mostra 5 vezes mais suscetivel ao
desenvolvimento da DP (OR ajustado= 5.,3; 95% Intervalo Confianca = 2,2 - 12,9).
Enquanto que o haplotipo TTD/CTI foi associado a prote¢do contra o desenvolvimento
da DP (OR ajustado= 0,18 (95% Intervalo Confian¢a = 0,04 - 0,88) (Anovazzi et al.,

2010). Um estudo realizado por Holla et al.'

(2008) investigando os mesmos
polimorfismos em uma populagdo Tcheca ndo verificou associagdo entre alelos e
genotipos com a periodontite cronica, entretanto observou associacdo do haplétipo TTD
com a doenga. Recentemente uma meta analise sobre a associagdo entre os polimorfismos
-590 (T/C), +33(T/C) e VNTR (I/D) e a suscetibilidade a DP confirmou que o alelo T e o
gendtipo TT do SNP -590(T/C) foram associados com risco aumentado de periodontite
crOnica em pacientes brancos (Shen et al.?®, 2015).

Em sequéncia, nosso grupo de pesquisa verificou que comparando individuos
geneticamente suscetiveis & DP (TCI/CCI) com os geneticamente protegidos (TTD/CTI)
nao houve diferenca significante quanto a resposta ao tratamento periodontal por meio da
analise dos indices clinicos periodontais. No entanto, a concentracdo da proteina IL-4 foi
significativamente maior nos pacientes que carregavam o haplétipo TTD/CTI, 45 dias

apos o tratamento periodontal ndo-cirurgico (Anovazzi et al.’, 2013). Também verificou-

se que individuos geneticamente suscetiveis a DP por carregarem o haplotipo TCI/CCI
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tiveram maiores niveis de P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola quando comparados a
pacientes geneticamente protegidos contra a DP por carregarem o haplotipo TTD/CTI no
gene /L4 (Finoti et al.®, 2013).

Apesar dos resultados desses estudos clinicos e de associagdo caso-controle, ndo
se sabe de que forma os referidos haplétipos podem influenciar a regulacao da expressao
de IL-4 e a colonizacdo bacteriana, modulando a resposta imune relacionada a DP.
Estudos enfocando a funcionalidade de SNPs contribuem para o conhecimento da
relevancia biologica ou da funcdo utilizando controlados experimentos in vitro.
Observando a literatura cientifica, tem sido notada maior tendéncia em investigar a
funcionalidade de SNPs associados com diversas doengas.

Portanto, pretende-se neste estudo investigar a funcionalidade dos referidos
haplotipos no gene /L4, considerando: a relevancia da resposta imune para o inicio e
progressdao das doengas periodontais; a natureza dindmica da resposta imune, tanto inata
quanto adaptativa atuando simultaneamente e exercendo atividade modulatoria reciproca;
a escassez de informagdes sobre o papel funcional dos haplétipos no gene /L4; o fato dos
polimorfismos/haplotipos neste gene serem frequentemente escolhidos para investigacao
em estudos de associagdo do tipo caso-controle com as mais diversas patologias. Com a
realizacdo do presente estudo acredita-se que ¢ de grande relevancia o preenchimento
dessa lacuna no conhecimento da genomica funcional, dentro do contexto de doencas
inflamatorias, inclusive da DP. Assim, este estudo foi realizado para tentar responder a
hipotese de que os referidos haplotipos no gene /L4 podem influenciar a atividade
transcricional e/ou traducional, com potencial consequéncia na modulacdo da resposta

imune.
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2 PROPOSICAO
Proposi¢ao Geral

Investigar a funcionalidade dos haplotipos TCI/CCI e TTD/CTI no gene /L4.

Proposicoes especificas
Publicacio 1: Functionality investigation of the Interleukin 4 haplotypes assessed by
blood cells of patients and GFP gene reporter constructs

Investigar a funcionalidade dos haplotipos no gene [L4 para verificar sua
influéncia na resposta imune frente a estimulos inflamatérios simulando in vitro eventos
patoldgicos relacionados a doencas inflamatérias. A funcionalidade dos haplotipos
arranjados como genoétipos (TCI/CCI ou TTD/CTI) foi avaliada utilizando células do
sangue de pacientes com tal carga genética; enquanto cada hapldtipo como alelo (ex:

TCI) foi avaliada por plasmideos construidos artificialmente.

Publicacdo 2: Functional haplotypes in Interleukin 4 gene associated with
periodontitis

Determinar in vitro a funcionalidade de haplotipos no gene /L4 previamente
associados com a periodontite cronica, para que a partir de células coletadas do sangue de
pacientes com os diferentes haplotipos, apodés estimulos com  bactérias
periodontopatogénicas, sejam investigadas possiveis diferencas na resposta imune. Este
desenho experimental in vitro pretende simular eventos patoldgicos naturais relacionados

a doenga periodontal.
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Functionality investigation of the Interleukin 4 haplotypes assessed by
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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 /L4 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 /L4 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 /L4 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 /L4 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 /L4 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 '. 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 *. The relationships
between polymorphisms in immune system genes and multifactorial disease have been
reviewed previously *. Moreover, differences in cytokine levels have been attributed to
polymorphisms in their respective genes, as demonstrated by interleukin 1 (IL-1) * IL-10
6, IL-6 " and IL-4 °,

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)’. Auxiliary T lymphocyte
(Th1) cells produce mainly interferon-y (IFN-y) 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 production'®. Thl and
Th2 responses are largely mutually antagonistic and tend to down-regulate each other’.
The Th2 anti-inflammatory cytokine IL-4 is coded by the /L4 gene, which comprises four
exons and is approximately 10kb in size (GenBank accession n°. M23442). The gene is
located on chromosome 5q31.1'" together with other cytokine Th2 genes, such as IL-3, -

5,-9, -13 and -15'2. IL-4 carries instructive signals to the T-cell nucleus through a series
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of intermediate molecules. First, the IL-4 receptor stimulates STAT6 in the naive T cell'”.
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 expression'* ',

Polymorphisms in the /L4 gene have been investigated in a variety of diseases,

16, 17 18, 19

including asthma , multiple sclerosis , lupus erythaematosus®, rheumatoid

21522 23,24 25,26 27,28

arthritis”*, preeclampsia™ ", coronary artery disease™ ", gastric cancer” ", colorectal

29 . . 30:31
cancer— and diabetes mellitus’

. 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 /L4 gene polymorphism was examined for an association with chronic
periodontitis (CP) in a Brazilian population®’. 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
robust®. There are three polymorphisms whose physical proximity on the chromosome in
the /L4 gene produce strong or perfect linkage disequilibrium, and they consequently

form haplotypes®*~°

. When we investigated a larger Brazilian population focusing on /L4
polymorphisms arranged as haplotypes, we found a significant association with CP*’. The
haplotype formed by the -590(T/C; promoter region, 1s2243250), +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 asthma®™ and multiple sclerosis®. Other

polymorphism combinations forming other /L4 haplotypes have been investigated in
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relation to CP*® and other diseases such as chronic obstructive pulmonary disease® and
common variable immunodeficiency™.

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 /L4 gene, as
individuals (e.g., the -590 SNP*') or arranged as haplotypes*®, 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 signals®’. Therefore, the present study aimed to investigate the
biological functionality of the /L4 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 /L4 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).

i Apéndice Ae B
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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 5x10° 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-1B (IL-1B) 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



Giovana Anovazzi — Doutorado 29

hexamer primers and reverse transcriptase (High Capacity cDNA Archive kit, Applied
Biosystems). Real-time PCR was performed using TagMan assays (Applied Biosystems)
and pre-designed and optimized sets of primers and probe (Gene expression assays,
Applied Biosystems) for detection of /L4, 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 1x10° 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% CO, atmosphere. The levels of selected
candidate proteins: GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor), TNF-
a, IL-1pB, IL-4, IL-6, MIP-1B (macrophage inflammatory protein-1p), 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-1a (macrophage inflammatory
protein 1 alpha), IL-10, IL-1RA, IFN-y, IL-13, MCP-1, IL-7, IL-15, IFN-a, 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.



Giovana Anovazzi — Doutorado 30

Immunophenotyping

Equal volumes of whole blood containing 1x10° 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% CO, atmosphere. Non-attached cells were
collected by centrifugation (400 g, 5 min, RT), counted and adjusted to 1x10° 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 /L4 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 /L4 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 /L4 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 (pAcGFPI1-1, Clontech Lab. Inc.) (Figure 1B).
Han et al. used similar construction in 2012 * 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 DH5a 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 /L4 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 (2x10” cells/mL) were
transfected with 10 pg 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-1f, 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 /L4 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 /L4 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, ILI2 and TNF-o by neutrophils,
monocytes and lymphocytes are shown in Figure 2. The significantly higher expression
levels of /L4 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. /L4 gene expression with PMA/I or IL-1B 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 /L8 in neutrophils and lymphocytes. The PMA/I and IL-1p stimuli significant
increased /L8 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-1pB, 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-a 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-
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vy was higher produced by the Hap-2 group (Figure 3B). Significantly higher levels of
IFN-a 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-1a 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 Thl 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 /L4 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-1B 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 /L4 gene produced the lowest GFP fluorescence for all stimuli (Figure 5A, B, C).
Moreover, in regard to the evaluation of the entire /L4 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 /L4
gene, and our study was not influenced by patients’ age or gender because these
characteristics were similar between groups. We investigated the /L4 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 2002*,
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 /L4
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)°
observed higher /L4 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 /L4 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 /L4 mRNA levels (Fig 2) and IL-4 protein (Fig 3B). Also in comparison
with our study, Bartova et al. in 2014* observed higher IFN-y 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-y,
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 pathways*’. Tonomycin
stimulates Ca®" release from the endoplasmic reticulum, activating Ca* -sensitive
enzymes and synergizing with PMA***’. The main function of IL-1f cytokine is to
trigger pro-inflammatory reactions and induce the mRNA expression of hundreds of
genes in multiple cell types*. The results obtained for gene expression for all cell types
were similar comparing the PMA+I and IL-1f 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-y, IL-1B and
lipopolysaccharide (LPS) induce a classical activation of macrophages (M1), whereas IL-
4 and IL-13 induce alternative activation (M2)*. CD4 T-cells were initially subdivided
into two subsets designated Thl 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

50;13

are associated with humoral immunity and anti-inflammatory properties™ °. Moreover,

CD4+ cell subtypes Thl7 and Treg (regulatory T-cells) present antagonistic
immunological roles as effector and suppressive cells, respectively” 2.

The ILS, IL12 and TNFA mRNA levels expressed in neutrophils, monocytes and
lymphocytes were higher in the Hap-2 group, while /L4 expression was higher in the
Hap-1 group. IL-8, and TNF-a are innate pro-inflammatory cytokines and IL-12 is
related with Thl profile”, while IL-4 is a Th2 characteristic cytokine. Whether the
immune response will drive into Thl 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 >*. Differences in the
patient’s genetic carriage (considering the /L4 haplotypes) could lead to chromatin
changes at the signature cytokine loci (IFN-gamma/Thl and IL-4/Th2), which could
interfere at the level of Thl/Th2 differentiation®. 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-o, IL-8, GM-CSF, IL-2R, IFN-gamma, IFN-alpha, IL-12
(p40/p70), IL-15, eotaxin, I[P-10, MIG, MCP-1, MIP-1alfa, MIP-13 and RANTES). This
shows an exacerbated inflammatory profile related to the Th1 phenotype, and because of

this, it is more related with autoimmune disorders’ 6 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 haplotype®®, 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 /L4 -590(C/T)
polymorphism was significantly associated with susceptibility to RA in a Chinese
population'. This was confirmed in an Egyptian population, where patients with -590TT
showed increased RA risk and activity’.

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 /L4 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 polymorphisms®®. 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 /L6 polymorphisms™®, 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
RNAs*’ and the presence of cis- and trans-acting elements regulating gene expression)®,

% To our knowledge, this is the first study to use

few studies have explored this
properly constructed plasmids to investigate the transcriptional effect of the intronic
polymorphism VNTR (indel) in the /L4 gene.

In summary, our findings of mRNA and secreted intracellular protein production
lead us to conclude that the different /L4 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 /L4 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’)

el wid# | T

Forward: GGAGAACATTGTCCCCCAGTGCTGG

CClI T628C*
Reverse: CCAGCACTGGGGGACAATGTTCTCC
Forward: CCTGATAAACTAATTGTCTCACATTGTCACTGC
CTI C1184T*
Reverse: GCAGTGACAATGTGAGACAATTAGTTTATCAGG
TTD wid# | e

# 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.



Giovana Anovazzi — Doutorado 41

A- B’ IL4 Promoter Fragment
c Em i1 E i2 i3 i4 ’ mes
5 T 1 @43 =
puc IL4 intron
‘ T agmen
f;gr‘;\gt’?r &—:}%FT I'Q,"ﬁ?'ruﬁi pDsRed-Express-1 . 26k
rs 2243250 rs 2070874 rs 2234665 wsvx pHcRed1-1  51%
v A pZsGreenl-1  n
* o 8260
IL4 Promoter Fragment IL4 intron fragment [
1,18 kb Ay

Figure 1. Schematic representation of the /L4 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
(13). B. Map of the plasmid used for construction of the investigated /L4 haplotype.
Synthesized 1,18-kb sequence corresponding to /L4 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 /L4 was inserted downstream of the reporter gene.
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Figure 2. Gene expression of /L4, ILS, IL12 and TNFA assessed in isolated cells from
peripheral blood of patients with the CTI/TTD /L4 (Hap-1) or TCI/CCI (Hap-2)
haplotype after PMA+I or IL-1f 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 L4 (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
IT 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. Thl and Th2 lymphocytes; I-L. Thl7 and Treg

lymphocytes. A, E, 1. 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 /L4 haplotype construct
in comparison with the construct with only the polymorphism in the promoter (P) region

of the /L4 gene. JM cells were stimulated with: A. PMA+I; B. IL-4 and anti-IL-12; C. IL-
1B.
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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 /L4 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 /L4 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 /L4
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 Thl 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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1$2243250), +33(C/T; 5’UTR region, 1s2070874) and VNTR (variable number of tandem
repeats; insertion/deletion of 70 bp in intron 3) polymorphisms in the /L4 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 (ORggjusted = 5.27, 95% CI = 2.28-12.18), whilst those carrying the
CTUTTD (P-haplotype) seemed to be genetically protected from the development of
periodontitis (ORagjustea= 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 /L4 haplotypes in the response of immune
cells to periodontopathic bacteria. In this study we assess the influence of these 1L4
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 /L4 gene were confirmed by

i Apéndice Ae C
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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 5x10° cells/mL for the 4-hour stimulation (period established from

*
Anexo
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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 (TagMan Fast Advanced Master Mix) and pre-designed and optimized sets of
primers and probe (Gene expression assays, Applied Biosystems) for detection of /L4,
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 1x10° 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% CO;
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 1x10° 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% CO; atmosphere. Non-
attached cells were collected by centrifugation (400 g, 5 min, RT), counted and adjusted
to 1x10° 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 /L4 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, ILS, 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 /L4,
and Pg induced higher levels of /L4 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 /L8
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-1f3, IL-6, IL-8 and TNF-a 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 Thl1/Th2-type response suggests that
stimulation with 4a 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 Thl response, as indicated by significantly
greater levels of IFN-y 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-a,
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-lo. and RANTES were all
significantly higher in the S-haplotype in the presence of bacterial stimuli. Notably, 4a
was more potent than Pg only in the induction of Eotaxin and IP-10, whereas MIG, MIP-
lo and RANTES were more potently induced by Pg. There were no significant

differences for production of MIP-1p (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 4a and Pg. Although, in general, a greater
response was caused by stimulation with Pg, there was no significant difference between
the haplotypes for IL-12"€"/IL-10"" profile (Figure 4C). Monocytes from S-haplotype
patients showed a significantly higher polarization towards the alternative activation
phenotype M2 (IL-12""/IL-10"€") 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 Thl and Th17 phenotypes after stimulation with both 4a and Pg for Thl,
but only with 4a 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 /L4 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 /L4 gene by bacterial-

stimulated neutrophils, monocytes and lymphocytes, indicating that these genetic
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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 4a 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 /L4 gene to form the
haplotype, Bartova et al. (Bartova et al. 2014) investigated 2 polymorphisms (-590 C/T
and intron 3 VNTR) in the /L4 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 /L4 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 /L4 gene could have in immune response associated triggered by

bacteria associated with CP. To this end, we evaluated whether the /L4 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 4a 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-a (mRNA and protein) after stimulation with both 4a
and Pg. The present study demonstrated for the first time the relationship between /L4
gene haplotypes and /LS8 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-a 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-y and TNF-a 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+, IFNy+), 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 Thl7
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+ Thl17 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 /L4 haplotypes on
the immune response in vivo, albeit less specific in terms of the effect of the /L4
haplotypes in each immune cell type. Stimulation with 4a 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-a,
Eotaxin, IP-10, MIG, MCP-1, MIP-1a, 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-1f 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 I1L-4
concentration (pg/puL) 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 /L4 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 Thl 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 /L4 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 /L4
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 /L4
haplotypes and might biologically explain our findings in previous case-control and
clinical studies. Moreover, these haplotypes in /L4 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/ TCI/CCI TTD/CTI
Caracteristics n=>5 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)
N° 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 Thl and Th2; G. Fold change of all patients from the Thl 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 CONSIDERACOES FINAIS

Foi investigado neste estudo a possivel influéncia que os haplétipos TCI/CCI e
CTUTTD no gene /L4 podem ter na expressdao do proprio gene /L4 e de outros genes do
sistema imune, na producdo de citocinas secretadas e intracelulares. Os experimentos in
vitro foram realizados em células da resposta imune provenientes de pacientes que
carregavam os haplétipos de interesse submetidas a estimulos inflamatérios e
periodontopatogénicos. Foi verificado para os diferentes estimulos que o haploétipo
TCI/CCI (Hap-2), previamente associado a suscetibilidade a DP, perante tais estimulos
expressaram e produziram niveis significativamente maiores para citocinas e genes
relacionados ao perfil Thl (pré-inflamatorio), enquanto o haplétipo CTI/TTD (Hap-1),
previamente associado a prote¢do contra a DP, mostrou expressdo génica e niveis de

citocinas significantemente maiores associados ao perfil anti-inflamatério Th2.

Considerando estudos que investigam a funcionalidade de polimorfismos, ¢ mais
comum e menos complexo investigar um Unico polimorfismo do que uma combinagdo
deles, como um haplétipo. A funcionalidade do polimorfismo -590(T/C) no gene IL4
foi investigada em pacientes com asma?# e com esclerose multipla?, e demonstraram
que o alelo T (-590T) levou a uma maior expressao da proteina IL-4 comparado ao
promotor clonado contendo o alelo C?% 24 No presente estudo o menor efeito na
atividade transcricional do gene reporter GFP foi demonstrada pelo polimorfismo -

29 .
1., o estudo funcional de um

590(T/C) no gene IL4. Como afirmado por Terry et a
unico polimorfismo ndo ird revelar o efeito funcional global do polimorfismo em

combinagdo com outros polimorfismos. Para aprofundar a investigacdo da funcionalidade
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dos haplotipos no gene [L4, utilizamos plasmideos construidos artificialmente
(constructos) contendo cada haplétipo (agora arranjados como alelos, ex: TCI). E
importante verificar em cada haplotipo isoladamente qual ¢ o potencial de atividade
transcricional promovida por ele. Foi demonstrado que todos os haplotipos,
principalmente o CTI, promoveram maior atividade transcricional do gene reporter GFP
do que o polimorfismo -590(T/C) isoladamente. Além disso, lembrando que a resposta
de um gene ¢ geralmente mediada pelos dois cromossomos homologos, as consequéncias
naturais de expressdo de um gene sdo influenciadas por uma combinag¢do de dois
haplotipos, ja que cada um estd situado em um dos cromossomos homologos. Assim,
também ¢ importante investigar a funcionalidade de hapldtipos dispostos como genotipos
(ex: CTI/TTD) para avaliar do modo mais real possivel o impacto da combinagdo destes
haplotipos nos niveis de transcricdo e traducdo de proteinas. Portanto, foi investigada a
funcionalidade dos haplotipos CTI/TTD (Hap-1) ou TCI/CCI (Hap-2) utilizando células
sanguineas de pacientes contendo tal carga genética frente a estimulo inflamatério. Como
mencionado, o hapldétipo TCI/CCI (Hap-2) produziu resposta inflamatéria mais
relacionada ao perfil Thl (pro-inflamatdrio), enquanto o haplétipo CTI/TTD (Hap-1), foi
mais relacionado ao perfil anti-inflamatorio Th2. Acredita-se que isso pode ter relevancia
no processo patologico de diferentes doengas, podendo explicar como a carga genética do
paciente pode levar a maior ou menor suscetibilidade a doencas.

Cabe destacar que o presente estudo investigou o efeito que um polimorfismo
intronico poderia ter na atividade transcricional de um gene, o que ainda ¢ bastante
incomum. Apesar da crescente evidéncia sobre a funcionalidade biologica que

polimorfismos intrénicos podem ter (por exemplo, na producdo de RNAs ndo
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. 19 ~ e

codificantes ~, na presenca de elementos de agdo regulatoria cis ou trans que regulam a
5 23 . Y

expressdao do gene)”, poucos estudos exploraram a potencial funcionalidade de

: AL 12,19,23
polimorfismos intronicos =

. Pelo que foi possivel verificar na literatura cientifica,
este ¢ o primeiro estudo que utilizou plasmideos construidos de modo a possibilitar a

investigacdo do efeito que o polimorfismo intrénico VNTR no gene /L4 poderia ter na

atividade transcricional.
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6 CONCLUSAO

Considerando os resultados da Publica¢do 1, conclui-se que frente ao estimulo
inflamatorio foi observado um padrdo de resposta imune diferente e oposto para
cada um dos 2 haplotipos no gene /L4. O haplétipo CTI/TTD foi relacionado a
um perfil de resposta mais anti-inflamatdrio, enquanto o haplétipo TCI/CCI
caracterizou um padrdo mais pro-inflamatorio. Em relacdo a andlise dos
haplotipos isoladamente, foi observado pelos diferentes constructos que o

haplotipo CTI promoveu maior atividade transcricional do gene reporter GFP.

Considerando os resultados da Publicagdo 2, conclui-se que os haplétipos no gene
IL4 previamente associado a protecdo (CTI/TTD) ou suscetibilidade a DP
(TCI/CCI) mostraram-se funcionais por influenciar, em células obtidas de
pacientes, a expressao de genes e a producao de proteinas com importante fung¢ao
para a resposta imune apoOs estimulos com os periodontopatdégenos Aa e Pg.
Observou-se que o haplotipo CTI/TTD expressou maiores niveis de mRNA e
citocinas anti-inflamatorias e o haplétipo TCI/CCI expressou maiores niveis de

mRNA e citocinas pro-inflamatorias.
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APENDICE A

METODOLOGIA DETALHADA COMPARTILHADA

Procedimentos para confirmacgao dos haplétipos dos polimorfismos do gene 7.4
Sequenciamentos foram realizados para confirmar os alelos verificados nos

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

por sequenciamento dos haploétipos de suscetibilidade (TCI/CCI) ou protegao (TTD/CTI)

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

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

(C/T), +33 (C/T) e 70pb (Del/Ins) do gene IL4, e estdo descritas abaixo as condi¢des

especificas para cada reacgdo:

Figura Al - Esquema do gene /L4, com destaque para a amplificacdo de regides que

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

1¢ Fragmento 2° Fragmento
nt 530 - nt 1256 nt7671-nt 7922
726 pb 253 pb

-590 C/IT I VNTR
rs 2243250 rs 2234665
nt 582 +33CIT nt7694
rs 2070874
nt 1138

Fonte: Elaboracdo Propria

1o Fragmento do gene /L4: Compreende o Polimorfismo na base -590 (C/T), rs2243250,

localizado no nucleotideo 582, ¢ o Polimorfismo na base +33 (C/T), rs2070874,
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localizado no nucleotideo 1138. Essa regido foi amplificada por PCR, utilizando os
seguintes primers:
“Forward” - 5° TCA CCT GAT ACG ACC TGT CC 3’
“Reverse” -5 ATA TCG CACTTG TGT CCG TG 3’

Condigdes da PCR: 1 ciclo a 95°C (5 min), a seguir 34 ciclos a 95°C, 55°C e 72°C
por 1 min. cada temperatura. Extensado final a 72°C por 5 min. O produto amplificado da
PCR foi de 726pb.

20 Fragmentodo gene /L4: Compreendido pelo Polimorfismo VNTR 70pb Delegao/

Insercdo: foi amplificada por PCR a regido do intron 3 do gene /L4 que o contém,
utilizando os seguintes primers:

“Forward” - 5 TAG GCT GAA AGG AAAGC 3

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

Condigdes da PCR: 1 ciclo a 93°C (3 min), a seguir 39 ciclos a 92°C, 58°C e 72°C
por 1 min. cada temperatura. Extensdo final a 72°C por 10 min. O produto amplificado
por PCR foi de 253 pb se a amostra de DNA fosse de um individuo homozigoto para a
insercao de 70 pb no intron 3. Se a amostra de DNA fosse de um individuo homozigoto
para a dele¢@o de 70 pb era observado um produto amplificado de 183 pb. Caso a amostra
de DNA fosse de um individuo heterozigoto para esse polimorfismo do tipo VNTR, era
possivel observar dois produtos amplificados para o0 mesmo individuo, um de 253 pb e
outro de 183 pb.

A andlise dos polimorfismos citados (10 e 20 fragmento) foi realizada por
eletroforese em gel de agarose a 2%, em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) e corados

com brometo de etidio. 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).

Purifica¢io dos produtos da PCR de /L4 e Sequenciamento das amostras

Os produtos da reagdo de PCR foram verificados em gel de agarose a 2%, corados
com brometo de etidio e excisados do gel para purificagdo com o kit PureLink® PCR
Purification Kit (InvitrogenTM), seguindo as instru¢des do fabricante. Todas as amostras
do estudo piloto foram submetidas a quantificacdo de DNA (A260) e andlise da pureza
(A260/280) com auxilio do espectrofotdometro NanoView®. Os produtos das reagdes
foram purificados para sequenciamento. Para a reacdo de sequenciamento, empregando-
se os iniciadores do vetor, foram utilizados como molde 5pL de cada produto de PCR. Os
fragmentos de DNA obtidos foram enviados ao Servigo de Sequenciamento de DNA, do
Centro de Estudos do Genoma Humano, da Universidade de Sao Paulo (USP), onde foi

realizado sequenciamento do produto.

Confirmacao dos haplétipos de cada paciente

O DNA foi obtido a partir de células epiteliais da mucosa bucal, através de um
bochecho com solugdo de glicose a 3% por 2 min. A extracdo do DNA foi realizada.
Ap0s a reagdo de PCR para amplificacdo dos fragmentos (Figura A2A), os produtos das
reacOes foram purificados e submetidos a quantificacdo de DNA (A260) apresentando
um valor minimo de 20 ng/uL necessario para o sequenciamento. A sequencia dos
fragmentos de DNA sequenciados (Figura A2B), foram entdo colocadas no NCBI Blast,

o qual reconheceu o fragmento como pertencente ao gene /L4 de Homo sapiens (Figura
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A2C). As sequencias do gene /L4 e do fragmento sequenciado foram entdo alinhadas no
programa BioEdit, mostrando a equivaléncia entre ambas (Figura A2D). No primeiro
fragmento, o nucleotideo 582 representa o polimorfismo -590 (T/C), e mostrou uma
alteracdo de bases quando comparado o gene com o fragmento sequenciado (Figura
A2D). O segundo fragmento que contém o polimorfismo VNTR, 70pb Dele¢ao/ Insercao,
ou seja os individuos homozigotos para a inser¢ao de 70 pb tem o produto amplificado de
253 pb (I/I); os individuos homozigotos para a delecdio de 70 pb tem o produto
amplificado de 183 pb (D/D); nos individuos heterozigotos para esse polimorfismo do
tipo VNTR, foi possivel observar dois produtos amplificados, um de 253 pb e outro de
183 pb (I/D), (Figura A3). Para confirma¢do dos referidos alelos VNTR (insercdo ou
delecdo de 70 pb) foi realizada a genotipagem seguida de eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10%, corados com nitrato de prata Figura 3). A verificagdo por
sequenciamento dos haplétipos de suscetibilidade (TCI/CCI) ou protegao (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 /L4 e do fragmento sequenciado no

programa BioEdit, mostrando a equivaléncia entre ambas.

ITTT AC T GAAA

A2A. A2B.

Descriptions NCBI Blast:Nucleotide Sequence (150 letters)

Legend for links to other resources: m UniGene E GEO E Gene E Structure III Map Viewer ﬂ PubChem BioAssay

Accession Description Max Total Query E Max Links
score score coverage Vvalue ident
Homo sapiens interleukin 4 (IL4), = 5
A2C NG 023252.1 RefSeqGene on chromosome 5 127 127 67% 9e-27  87%
[T TR Y Y Y e e e e r e e e ey
1| 580 550 600 610 620 630 640
Ga-1 | TTTT -~ ACTGRRRRAGGMMAGRGGAG CTGCCTGTTATTCTGCCTCT TG AGRGREARGGAGCCC
ISR TSI RS SR MMl “ g -cccccagtgctggggtaggagagtctgectgttattctgectctatgcagagaaggagece
A2D 2: Human interleukin 4 (IL-4) gene, complete cds. 582

Fonte: Elaboragdo propria
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Figura A3 - Gel de poliacrilamida a 10% apresentando resultados da genotipagem por
PCR para o locus VNTR 70 pb (I/D). M= marcador de peso molecular PhiX 174 Hae 111

(Fermentas).

DD 1w monm n M uonon

Fonte: Elaboracgao propria

Com os resultados obtidos da genotipagem (VNTR no intron) e do
sequenciamento (regido promotora), verificamos que a metodologia empregada foi
eficiente para comprovar que cada paciente selecionado apresenta o referido haplotipo

para o gene /L4.

Descri¢ao da Amostra para o gene IL4

Ap6s aprovagio deste projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da FOAr — UNESP (CAAE 18527813.7.0000.5416), foram contatados 10
individuos acima de 23 anos, ndo importando o género ao qual pertencem nem a etnia,
que possuissem:

- Haplotipo que confere suscetibilidade a DP (S): TCI/CCI (n=5)
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-Haplétipo que confere prote¢do ao desenvolvimento da DP (P): TTD/CTI (n=5)
(Controle)

Cabe acrescentar que esse nimero de 5 individuos para cada haplétipo foi obtido
de calculo amostral (DDS Research: Sample Size Calculation), considerando-se uma
variagdo de 0,6 unidades e desvio-padrao de 0,3 unidades, ao nivel de significancia de
0,5% e poder de 95%. A realizagdo dos experimentos descritos a seguir foram realizados
com o sangue doado pelos pacientes que possuem os hapldtipos de interesse no gene /L4.

Apods amplo esclarecimento dos individuos que apresentavam a carga genética
citada acima, aqueles que aceitaram participar da pesquisa consentiram na coleta de
sangue para realizacdo de técnicas in vitro para avaliagdo da expressdao génica dos
haplotipos no gene /L4 na resposta imune.

De cada voluntario foi coletado sangue periférico para separacdo de neutréfilos,
monocitos e linfocitos T. Foram realizados experimentos em que tais células dos
pacientes receberam estimulos com PMA/Ionomicina e com o IL-1f no Capitulo 1 e
estimulos com bactérias Gram-negativas associadas a doenca periodontal: P.gingivalis,
cepa ATCC 33277; A.actinomycetemcomitans, cepa JP2 no Capitulo 2.

Considerando a interagdo microbiota/hospedeiro, foi avaliado se esses haplotipos
influenciam a regulagdo da expressao génica de /L4 em nivel de RNAm (por RT-qPCR);
proteico por multiplex (proteinas secretadas); e Citometria de fluxo (proteinas
intracelulares, para caracterizacdo do perfil fenotipico celular). Como controles foram
realizados os mesmos experimentos utilizando as células obtidas dos pacientes com o0s
haplotipos de protecdo (I/L4). Os estimulos, conforme descrigdo na Tabela Al, foram

realizados para as diferentes células e permitindo as avaliagdes abaixo.
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Tabela A1 - Experimentos e estimulos (periodo/concentracdes) realizados

Experimento Ig;ofglc)ll(;lg; gg;ﬁgfo Estimulos (concentragao)
RT-qPCR 5
(RNAm) >x 10 4h - Controle negativo
Citometria de Fluxo - PMA/ Ionomicina (50 / 500
(proteinas 1x10° 72 h ng/ml)
intracelulares) - IL-1 beta (5 ng/ml)
- Co-cultura P.gingivalis
i - Co-cultura
Imuno‘ensalo 6 A.actinomycetemcomitans
Multiplex 1x10 12h
(proteinas secretadas)

Fonte: Elaboracdo Propria

Experimento piloto para determinacido do tempo de estimulo para os experimentos
de expressido génica

Foram selecionados 2 pacientes de ambos os sexos (1 mulher e 1 homem) que
concordaram em participar como doadores voluntarios do sangue periférico nesse
experimento inicial para determinar o melhor periodo de estimulagdo. Foi coletado
sangue periférico de cada doador em tubos vacutainers contendo EDTA. Os PBMCs e
neutrofilos foram isolados seguindo o protocolo do reagente Histopaque (1119 e 1077,
Sigma-Aldrich). Em seguida foi realizada a separacdo das populacdes de Linfocitos T dos
PBMC por separagdo magnética utilizando Beads seguindo as instrugdes do fabricante do
kit. Ao final os Neutrofilos e Linfocitos T foram contados e plaqueados em meio RPMI
(RPMI Medium 1640, Gibco) suplementado com antibioticos e soro fetal bovino (FBS) a

1% na densidade de 5x10° células por pogo em placas de 48 pogos. Previamente aos
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estimulos, 7 horas antes, os Linfocitos T foram ativados com a adicdo de beads que
ativam os receptores CD3/CD28. Os estimulos nesse experimento inicial foram: PBS
(controle), PMA (50 ng/mL) e Aa (1:100). Os periodos testados foram: 3h, 6h, 8h, 10h e
12h.

Ap0s as coletas 0 RNA foi extraido, sintetizado o cDNA, e RT-qPCR realizado
para os seguintes genes: /L4, IL8, IL12, e TNFA e GAPDH como gene constitutivo
(Figura A4). A partir dos resultados obtidos do experimento piloto, optamos por
padronizar o periodo de estimulacdo em 4 horas nos experimentos de RT-qPCR, visto
que na maioria dos genes avaliados neste periodo encontramos maiores niveis de

expressao génica.
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Figura A4 - RT-qPCR dos Neutrdfilos (A) e Linfocitos T (B) nos diversos periodos
Nesses experimentos podemos observar uma predominancia de maior
expressdo dos genes avaliados no periodo inicial de 3h, com uma diminui¢do gradativa
dos niveis ao longo dos periodos, principalmente em relagdo aos Linfocitos T. Os
neutrofilos apesar de em alguns genes, /L4 e IL12, mostrarem um aumento dos niveis ao
longo do tempo, houve um padrdo de crescimento similar ao periodo inicial, com o 4.a.
induzindo maior expressdo. Resultado corresponde a dois experimentos independentes

avaliados.
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Coleta e separacao das células do sangue periférico

O sangue periférico doado pelos voluntarios, apos 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 a 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 a centrifugagdo (700 g por 30 min, a temperatura ambiente, com ajuste
de aceleragdo minima (a=2) e sem brake (b=0). Apos a centrifugacdo foram formadas
trés camadas: a superior contendo células mononucleares, a intermediaria os neutrofilos,
e a camada inferior os eritrocitos. Experimentos-piloto confirmaram a efetividade deste
protocolo para separagdo das células, bem como a manutencdo de viabilidade superior a
95%.

Apbs a separacdo inicial de PMNs/neutrofilos de células mononucleares em
gradiente de densidade, os neutréfilos foram plaqueados de acordo com a Tabela A1 (que
descreve os estimulos). A partir dos PBMCs foram separados linfocitos T e mondcitos
com kits de isolamento magnético. Esta etapa de separacdo celular foi realizada
utilizando kits comercialmente disponiveis de beads magnéticos conjugados a coquetel de
anticorpos para antigenos de superficie que possibilitam a separagdo negativa de
linfocitos T e monocitos por meio da deplecdo 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 superficie). A populagdo de células mononucleares separadas por

centrifugacdo em Histopaque foram lavadas, ressuspendidas e contadas utilizando azul de
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trypan para identificagdo de células mortas. Duas aliquotas foram preparadas e para
separacdo de linfocitos T e mondcitos foi utilizado um kit especifico de separagdo
magnética (InvitrogenCorp.). Inicialmente o volume necessario de anticorpos/beads foi
lavado em tampdo de isolamento (PBS sem Ca*" ¢ Mg®" suplementado 0.1% BSA e 2mM
EDTA). As células foram ressuspendidas em tampao de isolamento e a esta suspensdo
foram acrescentadas as solugdes de bloqueio e o coquetel de anticorpos, seguido de
incubagdo por 20 min a 4°C. Apds lavagem das células para remogdo dos anticorpos ndo
ligados, foram acrescentados os beads magnéticos seguindo-se nova incubagdo com
agitacdo constante e suave por 15 min a 4°C para separa¢do de mondcitos. Para separagdo
de linfocitos T a incubacdo foi semelhante com agitacdo constante e suave por 15 min a
temperatura ambiente. Em seguida foi feita nova lavagem para remocdo dos beads ndo
conjugados. As células foram ressuspendidas em tampao de isolamento, colocadas em
estante magnética por 2 minutos. As células em suspensdo ndo aderidas a parede do tubo
foram cuidadosamente transferidas para um novo tubo falcon, contadas e plaqueadas para

0s experimentos subsequentes.

Avaliacao da expressio génica (RT-qPCR)

Os estimulos utilizados foram aqueles apresentados na Tabela Al, de modo que
foi investigada a expressdo dos genes-alvo indicados na Tabela A2 a seguir. Em todos os
experimentos os controles negativos foram representados por células nao estimuladas
(considerando que o veiculo de todos os estimulos foi PBS, in6cuo para as células) e

todos os experimentos foram repetidos duas vezes de forma independente.
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Tabela A2 - Genes-alvo e assay IDs dos conjuntos de primers/sonda TagMan utilizados

nas reagdes de RT-qPCR

Gene Céd. Ensaio Acession # Cobertura Amplicon
(exons) (bp)
GAPDH Hs02758991 g1  NM 002046.4 7-8 93
114 Hs00174122 m1 NM_000589.2 3-4 70
ILS Hs00174103 m1 NM _000584.3 1-2 101
TNFA Hs01113624 g1  NM_000594.2 2-3 143
IL]2 Hs01073447 m1 NM_000882.3 1-2 52

Fonte: Elaboracdo Propria

O RNA total foi isolado utilizando um sistema de colunas de afinidade para o
isolamento e purificacdo do RNA total, incluindo tratamento com DNAse (RNaqueous
kit, Ambion Inc.). A seguir foi verificada a pureza e quantidade do RNA total extraido
por meio de espectrofotdometro UV para microvolumes (Nanovue Plus, GE
Healthsciences). Todas as amostras mostraram razdo entre 1.8 e 2.2, comprovando a
qualidade necessaria para os proximos experimentos. Em seguida foi realizada a sintese
de cDNA utilizando 300 ng de RNA total por meio de primers random hexamers e
moloneyleukemia virus reverse transcriptase, segundo as instru¢des do fornecedor do kit

(High CapacityRT kit, AppliedBiosystems).

PCR em Tempo Real ou quantitativo (RT-qPCR)
A reagdo de PCR em tempo real foi realizada com conjuntos de primers e sondas

pré-desenhados (Gene expression assays, Applied Biosystems) para detec¢ao dos genes-
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alvo (IL4, ILS, TNFA, IL12) e do gene constitutivo (GAPDH) por meio do sistema
TagMan (TagMan Universal PCR Master Mix, AppliedBiosystems). A reacdo foi
realizada a partir de: 10uL de TagMan Fast Advanced Master Mix 2x, 1,0uL de primers,
7,0uL de 4gua e 2,0uL de cDNA, sendo que no controle negativo, foi adicionado 2,0 pL
de 4agua ao invés do cDNA. Foi utilizado o equipamento StepOne Plus
(AppliedBiosystems) com as condicdes de ciclagem otimizadas pelo fabricante (1 min a
95°C para desnaturagdo inicial seguido de 40 ciclos de 20 minutos a 60° C). Os valores de
Cycle threshold (Ct) obtidos de cada reagdo foram calculados pelo software do
equipamento, sendo que a expressao de cada gene alvo foi normalizada pela expressdo do
gene constitutivo (ACt). Em seguida foi empregado o método de AACt para analise da
expressdo génica. Os resultados foram demonstrados como fold change em relacdo aos

controles negativos (células ndo estimuladas) para cada estimulo.

Avaliacido da expressao protéica (Multiplex)

Para avaliacdo compreensiva da influéncia dos diferentes haplotipos na produgdo
de mediadores inflamatorios, ensaios multi-analitos conjugados a beads de poliestireno
contendo fluoréforos (sistema Multiplex) foram utilizados, segundo as informacgdes do
fornecedor do kit. O kit utilizado permite a deteccdo de 25 citocinas e quimiocinas
relacionadas a resposta imune, incluindo GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony
Stimulating Factor), TNF-a, IL-1B, IL-4,IL-6, MIP-1f (Macrophage inflammatory
protein-1f), 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-1a (Macrophage inflammatory protein 1 alpha), IL-10, IL-1RA, IFN-y, IL-13,
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MCP-1, IL-7, IL-15, IFN-q, IL-2R, IP-10, IL-5, IL-2 (Cytokine Human 25-plex panel,
Life Technologies). Neste experimento, amostras de sangue total foram coletadas por
puncdo venosa dos voluntarios portadores dos diferentes haplétipos (n=5 por haplétipo,
totalizando 10 individuos) em tubos de coleta a vacuo (Vaccutainers) contendo
EDTA/K3 como anticoagulante. Antes de plaquear as células, foi realizada a separagdo
de PBMCs de 1ml de sangue total para o ajuste de PBMCs por pogo (1x10°). O ntimero
de células viaveis foi determinado por contagem diferencial com corante Azul de Trypan
0,2% em hemocitémetro. O sangue total foi plaqueado no volume correspondente a 1x10°
de PBMCs e assepticamente diluido em meio de cultura RPMI 1640 na proporcao 1:1.
Estas células foram estimuladas de acordo com a Tabela 1 por 12 h. Ao final dos
periodos experimentais, as culturas foram centrifugadas (500g, 5 min a 4°C) e o
sobrenadante aliquotado e armazenado a -80°C até o momento de uso nos ensaios multi-
analitos. A analise dos dados foi realizada com o software que acompanha o equipamento
(Luminex 200 System, Life Technologies) de forma comparativa dentro de cada
grupo/haplotipo  (estimulo versus auséncia de estimulo) e entre os diferentes
grupos/haplétipos (mesmas condi¢des experimentais comparadas entre os diferentes

haplotipos). Os experimentos foram realizados e analisados em duplicata.

Avaliacao do perfil fenotipico da resposta imune (Citometria)

Aliquotas das amostras de sangue total para este experimento foram coletadas e
preparadas como descrito em "Avaliacdo da expressdo protéica".

Para esse experimento, as amostras de sangue total foram diluidas 1:1 em meio de

cultura RPMI 1640 contendo 20% de FBS inativado por calor. Os estimulos foram
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realizados por 6 horas com PMA+I para o capitulo 1 e de 72 horas de acordo com a
Tabela A2, na propor¢do de microrganismos inativados/célula de 100:1 para o capitulo 2.
Nas tultimas 4 horas do periodo experimental, foi acrescentado o inibidor de transporte
protéico monensina (Golgi-Stop, BD Biosciences). As células foram coletadas e
transferidas para tubos falcon e os eritrocitos foram lisados (FACS lyse, BD
Biosciences). Ap0s a lise dos eritrdcitos realizamos o bloqueio das por¢des Fc com 2,5ug
por amostra de Fc Block (BD Biosciences) para evitarmos ligagdes inespecificas do
anticorpo. Em seguida as células foram marcadas com os anticorpos dos receptores de
superficie (CD4, CD14) e as células foram permeabilizadas utilizando tampdo contendo
saponina (Cytoperm, BD Biosciences) para a marcagao dos anticorpos intracelulares:

- Th1/Th2: CD4-PE-Cy7, IFNg-FITC, 1L4-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 ndo marcadas, e também células
marcadas com a mesma quantidade/diluicdo de isotipos conjugados aos mesmos
fluoréforos. A aquisicdo de no minimo 10.000 eventos foi realizada em citometro de
fluxo FACS Verse (BD Biosciences) e a andlise dos dados efetuada com o software

FACSUITE (BD Biosciences).
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Experimento piloto para determinacio dos parametros das analises de Citometria
de Fluxo.

Foram realizados experimentos para determinarmos os pardmetros 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 géneros. Buscamos otimizar a qualidade da lise dos eritrécitos (Figura AS), e o
bloqueio de ligagdes inespecificas (Figura A6). Também foi importante testar nosso
protocolo e avaliar a eficiéncia dos anticorpos que caracterizaram os diferentes perfis

inflamatorios (Figuras A7, A8 e A9).
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Figura AS - Otimizacdo da lise de eritrocitos do sangue total com o tampiao BD
FACS Lysing. A. Lavagem do sangue total de acordo com o protocolo fornecido pelo
fabricante. Observamos que com uma lavagem nao foi o suficiente para lisar todos os
eritrocitos e quando passado no citdmetro foi detectada a presenga de muitos debris, e a
ndo separagdo das populagdes pelos sensores SSC x FSC. B. Com o objetivo de lisar os
eritrocitos remanescentes foi realizada uma segunda lavagem com o tampao BD FACS
Lysing. Dessa forma foi possivel observar melhora na aquisi¢do dos tipos celulares com
diminui¢do dos debris e clareza nas populagdes. Assim optou-se por seguir este protocolo
(2 lavagens com o Tampao FACS Lysing) para a realizagdo dos experimentos de
citometria de fluxo.
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Fonte: Elaboracao Propria
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Figura A6 - Utilizacdo do bloqueador de ligacdes Fc inespecificas BD Fc Block.
Quando realizamos o primeiro experimento piloto foi observado a marcagdo do Isotipo
controle para PE-Cy7(A), significando que ocorreram marcagdes inespecificas. Para
eliminar esse problema utilizou-se o BD Fc Block. (B) Como resultado houve diminui¢ao
dessa marcagdo inespecifica como pode ser observado no Controle do Isotipo. Definiu-se
que todas as amostras passardo por esse tratamento do BC Fc Block para garantir a
especificidade dos anticorpos utilizados.
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Figura A7 - Marcacio para CD14 (mondcitos) e avaliacio do perfil M1 pela
expressao de IL-12. Nesse experimento piloto buscamos avaliar a efetividade do
anticorpo para marcag¢ao do receptor de superficie celular CD14 associado a deteccdo de
IL-12 intracelular. Para tanto foi realizado um ‘gate’ na populagdo CD14 positiva (PE-
Cy7) para avaliar a marcagao de IL-12 (FITC). Observamos que as amostras estimuladas
com PMA/Ionomicina induziram uma maior producdo de IL-12 em comparagdo ao
controle. Desta forma, comprovamos que foi otimizado o protocolo para detec¢do do
perfil M1 em mondcitos.
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Figura A8 - Marcacio para linfocitos T CD4 e avaliacido do perfil Th1/Th2. Apods a
realizagdo do ‘gate’ nos linfocitos CD4 avaliamos a produgdo de IFN-y (Thl) e IL-4
(Th2). Observamos que a estimulagdo com PMA/Ionomicina diminuiu o perfil de Th2 em
comparagdo ao controle; entretanto, o perfil Th2 foi predominante em relacdo ao perfil
Thl. Este experimento piloto foi realizado para confirmagdo dos protocolos e da
efetividade dos anticorpos.
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Figura A9 - Marcacio para linfécitos T CD4 e avaliacio do perfil Th17/Treg. Apos a
realizagdo do ‘gate’ para os linfocitos T CD4 avaliamos a produgao de IL-17a (Th17) e o
fator de transcrigdo FoxP3 (que caracteriza linfocitos T regulatorios). O PMA/Ionomicina
¢ utilizado como controle positivo para essas proteinas, uma vez que aumenta sua
producdo funcionando como controle interno do experimento de citometria. Podemos
observar que o estimulo com PMA/lonomicina aumentou o perfil Thl7 de 17%
(Controle) para 28%, e o perfil Treg de 0,8% (Controle) para 2,41%. Verificou-se que a
realizacdo do protocolo deste modo ¢ eficiente para alcancar os objetivos propostos.
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Fonte: Elaboracdo propria
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APENDICE B

METODOLOGIA DETALHADA DA PUBLICACAO 1

Estudos utilizando gene-reporter

Os constructos utilizados foram preparados por sintese génica pela empresa
GenScript, com apoio da FAPESP (Processo 2013/17887-8), seguindo as instrugdes dos
pesquisadores responsaveis, segundo as informacdes a seguir. Foram construidos vetores
plasmidiais em que a expressdo de gene-reporter (green fluorescent protein) estd sob o
controle do promotor proximal de /L4 (fragmento de 2 kb: -1940 até +60). Como também
faz parte dos referidos hapldtipos polimorfismos existentes na regido intronica destes
genes, foi avaliada a regido do intron 3 de /L4 (2,6 kb) das sequéncias do gene de /L4
depositadas na base de dados do NIH/NCBI (GenBank accession numbers # M23442.1).
Estas sequéncias foram sintetizadas juntamente com a sequéncia do vetor repérter de
GFP (pAcGFP1-1, Clontech Lab. Inc). A sequéncia correspondente ao intron foi inserida
imediatamente apds a sequéncia codificadora do gene-repodrter do vetor e antes do sitio

poli-A (Figura B1).
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Figura B1 - Representacio esquematica do mapa do plasmideo (o que foi utilizado
para nossa construcdo foi o pAcGFP1-1 - Clontech) de gene-reporter (proteinas
fluorescentes). Sao indicadas as posi¢des em que estardo inseridas as sequéncias de pares

de base correspondentes aos fragmentos do promotor (2 kb) e intron (2,6 kb) de IL4.

IL4 promoter fragment

<~

MCS
Fluorescent
| e
IL4 intron

puC
n pACGFP1-1 fragmen
pDsRed2-1 T rmen

pDsRed-Express-1

usvx pHcRed1-1 ‘

povA pZsGreenl-1 1
ton 42kb

Neo' P, SV0 \i

O\

Fonte: Elaboragdo propria, adaptada do artigo de Han et al.'?, 2012.

Assim, obtivemos um constructo para avaliar a influéncia do(s) polimorfismo(s)
na regido promotora e/ou intrOnica na expressdo dos genes. Vale salientar que uma
construcao semelhante para avaliar uma situagdo equivalente foi publicada para avaliagdo

da funcionalidade do gene MYLK 2.

Mutagoes Sitio-dirigidas
A partir do constructo TCI obtido da GenScript, realizamos ensaios de
Mutagénese Sitio-dirigida para obter os outros constructos carregando outros diferentes

haplotipos que estdo sendo investigados neste projeto, conforme a Tabela B1.
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Tabela B1 - Mutagdes sitio-dirigidas que foram realizadas a partir do constructo

sintetizado.
Haplotipos Mutacao Primers utilizados (sentido 5’ - 3°)
IL4
TCI Selvagem -
(constructo
sintetizado)
CCI T628C* Forward: GGAGAACATTGTCCCCCAGTGCTGG
Reverse: CCAGCACTGGGGGACAATGTTCTCC
CTI C1184T* | Forward:
CCTGATAAACTAATTGTCTCACATTGTCACTGC
Reverse:
GCAGTGACAATGTGAGACAATTAGTTTATCAGG
TTD Selvagem -

*sitio de mutagdo a partir do primeiro nucleotideo do promotor clonado. Em negrito e
sublinhado estdo os nucleotideos mutados pela reacdo de mutagénese sitio-dirigida.

Fonte: Elaboragdo propria.

A partir do constructo sintetizado TCI (Figura B2), fizemos 2 mutagdes sitio-
dirigidas para obtermos as constru¢cdes CCI e CTI. Estas mutagdes sitio-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 reac¢do da polimerase em cadeia (PCR) para a mutagénese sitio-dirigida
foi realizada com o kit Phusion (Biolabs). A reagdo de polimerizacdo foi conduzida
separadamente com o primer forward e com o primer reverse, contendo: 0,3 pL de
Phusion 2,000 U/mL, 0,25 pL de MgCI2 1,5 mM, 0,75 pL de ANTP (contendo 100 mM
de dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 5,0 uL de Buffer HF 5x, 0,4 uL de primer (40 pmol),
500 ng de DNA molde (plasmideo contendo a sequéncia a ser modificada) e agua até

completar o volume de 25 pL. Em paralelo a reacdo de mutagénese sitio-dirigida, foi
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preparada outra reagdo com 0s mesmos componentes, entretanto, na auséncia da enzima
polimerase, a qual foi utilizada como controle negativo da mutagénese. As amostras
foram colocadas no termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
e as condigdes da reacdo foram: hotstart de 98 °C por 1 min, seguido de 30 ciclos de
desnaturacdo a 98 °C por 10 s, anelamento a 50 °C por 30 s e polimerizagdo a 72 °C por 5
min e um ciclo final de polimerizagdao a 72 °C por 5 min. Apos a reacdo da PCR, o
produto de cada reacdo, sintetizado separadamente com o oligonucleotideo forward e o
reverse foi reunido no mesmo microtubo de 200 pL, elevando a temperatura do meio
reacional a 98 °C e depois o anelamento entre as fitas foi realizado pela redugdo gradativa
da temperatura a cada 1 min, até 37 °C.

O DNA plasmidial molde foi digerido com Dpn/ (20 U/uL; New England
Biolabs), em uma reacdo contendo o produto de anelamento das PCRs e 5 pL de tampdo
CutSmart (New England Biolabs) e incubada overnight a 37 °C. Apods a digestdo, o

produto plasmidial foi transformado em Escherichia coli competente.

Figura B2 - Representacio esquemaitica do constructo TCI dada pelo software

SnapGene.

(14) Afel BgIII (27)
Eco53KI (36)
(7522) Apall /_sact (38)
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_~_T628CIR (616 .. 640)

EcoRV (1137)

| CLIB4TIF (1168 .. 1200)
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~— Agel (1223)
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BssHII (1562)
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BIpI (1963)
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< BStXI (2535)
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Fonte: Elaboracdo propria
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Transformacao de E.coli

O produto dessa digestdo foi transformado em E. coli DH5a competente através
de choque térmico. Para a transformagao, foram adicionados em um microtubo 20 pL da
reagao de digestdo, 80 puL de tampao de transformacgdo (10% de solugdo dos sais: KCl 1
M, CaCl2 0,3 M, MgCI2 0,5 M; 15% de solugdo m/v de polietilenoglicol 4000 10% e
agua q.s.p.) e 100 puL da bactéria competente. O tubo foi incubado no gelo por 30 min e,
em seguida, incubado a 42 °C por 2 min. Foi adicionado, em cada microtubo, 1 mL de
meio LB (Luria-Berthani) seguindo incubagdo a 37° C por 1 h. Os microtubos foram
centrifugados por 1 min na maxima velocidade. O pellet gerado foi ressuspendido em 100
pL do sobrenadante que foi plaqueado em meio LB contendo canamicina (25 pg/ul) e as

placas foram incubadas por 12 a 16 horas a 37° C.

O crescimento de coldnias nas placas da reacdo e do controle negativo foram
analisados. Quando o crescimento de colonias na placa da reacdo foram > 5x o controle
negativo, significou que a mutagénese foi eficiente e, portanto, deve-se prosseguir com a
identificacdo de clones mutagenizados. Dessa placa transformada, foram selecionados 8
coldnias isoladas, as quais foram inoculadas em nova placa de LB + canamicina e no
mesmo meio em caldo (Figura B3), com nova incubagdo a 37° C por 12 a 16 horas.

A preparacdo plasmidial das culturas utilizou o kit QIAprep Spin Miniprep
(QIAGEN) conforme protocolo do fabricante, e foi realizada a partir dos indculos

liquidos.
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Figura B3 - Representacdo da transformacdo da E.coli e dos in6culos.

E.coli transformada

Indculos liquidos
(caldo)

Fonte: Elaboragdo propria.

Preparacio plasmidial - kit Qiaprep Spin Miniprep

A partir dos inéculos liquidos, fizemos a preparacdo dos diferentes plasmideos
através do Kit Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen), seguindo o protocolo do Kit. Um volume
de 3 mL de cultura foi decantado em microcentrifuga (Eppendorf 5415D) a 14.000 g por
1 min. O pellet foi ressupendido em 250 pL de tampao P1 contendo RNAse e depois
foram adicionados 250 pL de tampdo de lise P2. O microtubo foi invertido por 4 a 6
vezes e foram adicionados 350 pL de tampdo de neutralizagdo N3. Repetiu-se a
homogeneizagdo por inversdo 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
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pL de tampao PE e submetida a nova centrifugagdo, repetindo-se a mesma por 1 min para
remocdo de residuos do tampao de lavagem. A coluna foi transferida para um tubo de
centrifuga, foram adicionados 50 pL. do tampao de eluicdo EB, a coluna foi incubada a
temperatura ambiente por 1 min e depois, centrifugada por 1 min a 14.000 g para eluicao
do DNA plasmidial. Apds eluirmos o DNA plasmidial, quantificamos essas amostras
com o espectrofotometro NanoDrop 2000 (ThermoFisher) para posterior emprego de 400
ng de cada amostra na reagdo de PCR de sequenciamento.

Para as reagdes de PCR para sequenciamento foi utilizado o kit Big Dye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Para a confirmagdo de
cada uma das mutagdes foram utilizados oligonucleotideos diferentes, apresentados na
Tabela B2. Foram misturados 1 pL de mix Big Dye, 3,5 pL do tampdo de
sequenciamento (5X), 1 pL do oligonucleotideo iniciador adequado (3,2 uM), 4 uL do
DNA plasmidial (100 ng/uL) e 4gua q.s.p. para o volume final de 20 pL. As condi¢des de
amplificagdo foram: hot start de 96° C por 1 min, seguida de 25 ciclos de 96° C por 10 s,
43° C por 5 s, 60° C por 4 min e extensdo final de 60° C por 5 min. Em seguida a
amplificacdo, as amostras foram precipitadas com o kit Big Dye® XTerminator™
Purification Kit (Applied Biosytems) seguindo o protocolo do fabricante, mantendo-as na
auséncia de luminosidade. Para cada amostra a ser sequenciada, foram utilizados 10 pL
de solug¢do X-Terminator™, 45 uL de solu¢gdo SAM e 10 pL da PCR. As amostras foram
submetidas a homogeneiza¢do em vortex por 30 min e centrifugadas por 2 min a 1000 g
em 4° C. O sequenciamento automatico foi realizado com 20 pL de cada amostra no

sequenciador Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems).



Giovana Anovazzi — Doutorado 114

Tabela B2 - Oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para a PCR de

sequenciamento.

Mutag¢ao | Primers utilizados (sentido 5’ — 3°) Regido de anelamento

T628C GCTTCCTTATGGGTAAGGACC | De 525 a 545 pares de base a partir

do inicio do promotor

C1184T TCACCTGATACGACCTGTCC De 576 a 595 pares de base a partir

do inicio do promotor

Fonte: Elaboragdo propria.

Com os dados do sequenciamento, a qualidade e confiabilidade foram verificadas
com o programa Sequence Scanner v 2.0 (Applied Biosystems). Com as sequéncias de
boa qualidade obtidas foi realizado um alinhamento multiplo global com a ferramenta

ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) em comparagdo a sequéncia

original (também chamada de selvagem, ou wt), com 800 nucleotideos a partir da regido
de anelamento dos primers utilizados na reacdo de sequenciamento, o que possibilitou a
visualiza¢ao das mutacgoes.

Dessa forma, a partir do constructo sintetizado TCI (Figura B2), fizemos a
primeira mutacdo sitio-dirigida para obtermos a constru¢des CCI. Apos todas as etapas
descritas acima, podemos verificar através do resultado do sequenciamento, que o alelo T
presente na sequéncia wt (sequéncia selvagem) foi mutado para alelo C (presente nas
sequéncias R5, R7 e R2, grifados em amarelo) (Figura B4), comprovando a eficicia da

mutagénese sitio-dirigida.
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Figura B4 - Resultado do sequenciamento referente a 1° mutacio sitio dirigida. A
partir do constructo TCI obtivemos o constructo CCI.

TSl CGACCTGTCCTTCTCAAAACACTAAACTTGGGAGAACATTGTTCCCCAGTGCTGGGGTA
CEE N » CGACCTGTCCTTCTCAAAJCACTAAACTTGGGAGAACA CCCAGTGCTGGGGTA
R7 Sl CGACCTGTCCTTCTCAARACACTARACTTGGGAGAACA CCCAGTGCTGGGGT
SNSRI » CGACCTGTCCTTCTCAAAACACTAAACTTGGGAGAACATTGTTCCCCAGTGCTGGGGTA
R3 1 AAACTTGGGAGAACATTGTTCCCCAGTGCTGGGGTA
RE 5

Fonte: Elaboragdo propria.

Para a realizagcdo da segunda mutagénese sitio-dirigida, a qual queremos obter o
haplotipo CTI, usamos o plasmideo R2 que obtivemos a partir da 1° mutagénese sitio-
dirigida (CCI). Novamente todas as etapas desde a PCR para mutagénese sitio 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 (sequéncia R2, R3, R6, R1, RS, grifados em rosa), (Figura B5), e
dessa forma obtivemos o haplotipo CTI, confirmando a eficiéncia da mutagénese.

Figura BS - Resultado do sequenciamento referente a 2° mutacio sitio dirigida, que
a partir do alelo C obtivemos o alelo T.

!

H c01 & C ACATTGTCACTGCAAATCGACACCTATTAGGATCCACCGGTCGCCAC
IS I A CTAATTGRCTCACATTGTCACTGCAAATCGACACCTATTAGGATCCACCGGTCGCCAC
IS I A CTAATTGRCTCACATTGTCACTGCAAATCGACACCTATTAGGATCCACCGGTCGCCAC
IS A TAATTGRCTCACATTGTCACTGCAAATCGACACCTATTAGGATCCACCGGTCGCCAC
I e A C TAATTGRC TCACATTGTCACTGCAAATCGACACCTATTAGGATCCACCGGTCGCCAC
R 43

ACTAATTGRCTCACATTGTCACTGCAAATCGACACCTATTAGGATCCACCGGTCGCCAC
; ACATTGCTCACTCCAAATCCGACACCTATTAGGATCCACCGGTCGCCAC

)
w

>

W0

Fonte: Elaboragdo propria.

A partir dos plasmideos obtidos pelas mutagéneses, esta sendo transfectadas as

células JM (Linfocitos T humanos) e os efeitos dos diferentes haplotipos na regido
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promotora e/ou intronica estdo sendo avaliados pela expressdo do gene reporter

utilizando citometria de fluxo.

Experimento piloto para determinacdo do tipo celular para otimizacido de
transfeccao

Experimentos foram realizados para determinagdo do tipo celular a ser utilizado
para a transfec¢do e a otimizacdo do sistema Neon (Invitrogen Corp.) em células JM
(linfocitos T de humanos) e U937 (mondcitos humanos) com um plasmideo utilizado
para testar eficiéncia de transfeccdo pMAX-GFP (10ug). Apds 24 horas da transfeccdo
nesses tipos celulares, verificamos a eficiéncia de 90% da transfec¢do nas células JM
(Figura B6).
Figura B6 - Transfecciio e a otimizagdo do sistema Neon, (Invitrogen Corp.). Células

24 horas apo6s a transfecc@o; A. Células JM transfectadas com Pmax; B. Células U937
transfectadas com Pmax.

B.

Fonte: Elaboragdo propria.
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Transfeccio dos diferentes plasmideos nas células

Esses vetores plasmidiais mutagenizados (constructos dos diferentes haplotipos)
foram transfectados por eletroporacdo/reagentes catidnicos (sistema Neon,
InvitrogenCorp) em células JM (linfocitos T Humanos) e os efeitos dos diferentes
haplotipos na regido promotora e/ou intronica foram avaliados pela expressdo do gene
reporter utilizando citometria de fluxo.

Utilizando a transfeccdo por sistema Neon, células JM em cultivo foram
centrifugadas a 400 g por 5 min, lavadas com PBS 1x, e na concentragdo padronizada
para este tipo celular (2x107 cels/mL) sdo ressuspendidas em tampdo Buffer R (Kit Neon,
InvitrogenCorp). Dessa suspensdo, 100 pl foram transferidos para um novo microtubo e
adicionada a concentracdo de 10 pg de plasmideo. Os parametros para JM foram
ajustados no equipamento: voltagem 1350 V, tempo 10 ms e pulso 3.

Apoés este procedimento, adicionou-se o conteudo da ponteira utilizada na
eletroporacdo em um pogo previamente incubado com meio de cultura RPMI 1840
suplementado com 10% FBS sem antibidtico. Os estimulos com PMA+I, IL-1b e IL-4
com anti IL-12 para polarizagdo do perfil Th2 foram realizados 24 horas apos o
procedimento de transfeccdo, e os resultados da expressao de GFP foi avaliado 24 horas
apos os estimulos por citometria de fluxo. Todos os experimentos foram feitos em 3

experimentos diferentes e em triplicada.
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APENDICE C
METODOLOGIA DETALHADA DA PUBLICACAO 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 -80° C. As amostras de P. gingivalis (Pg) foram cultivadas
em placas de agar 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 (GasPack™ EZ Anaerobe Container System with Indicator,
BD) em estufa de CO; a 37° C durante 1 semana antes de cada coleta de sangue.

Apos 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 concentragdo de hemina (1 pg ml™") por 24 horas, seguindo-
se da dilui¢do 1:40 no mesmo meio de incubacdo até atingir a DO4gsym ~ 0,5.

As amostras de 4. actinomycetemcomitans foram cultivadas em placas de agar
com meio TSB e em jarra sob atmosfera de anaerobiose (GasPack'™ EZ Anaerobe
Container System with Indicator, BD) em estufa a 37° 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
CO, dada pelo envelope GasPak™. Apos este intervalo de tempo, a concentragio da
suspensdo bacteriana foi ajustada por mensuracdo em espectrofotdmetro a DO 495 nm para

~1,0; seguindo-se a dilui¢do 1:40 em caldo TSB e incubagdo por 7 horas.
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Para os experimentos de expressdo génica e multiplex, as bactérias foram
utilizadas vivas na proporc¢ao de 1:100 celula/bactéria. Para o experimento de citometria

de fluxo as bactérias foram inativadas por calor em banho-maria & 65° C por 1 hora.
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