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

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

RESUMO 
 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

estudo foi investigar possíveis diferenças na resposta imune frente a estímulos 

inflamatórios e de bactérias periodontopatogênicas em células coletadas do sangue de 

pacientes que carregam tais diferentes haplótipos. A funcionalidade dos referidos 

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

gene repórter presente em plasmídeos recombinantes construídos artificialmente 

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

estimulados com mediadores inflamatórios e bactérias periodontopatogênicas para se 

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

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

Constructos contendo cada haplótipo foram transfectados em células JM e sua 

	
  



Giovana Anovazzi  – Doutorado  14 

funcionalidade foi avaliada por meio da expressão do gene repórter GFP utilizando 

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

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

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

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

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

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

comparação ao constructo contendo apenas o polimorfismo na região promotora. 

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

níveis de expressão genica e de proteínas. 

 

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

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

 

ABSTRACT 
 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

patients of each haplotype and stimulated with inflammatory mediators and periodontal 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

expression levels and protein. 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 Uma importante citocina relacionada com a resposta imune que apresenta 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 Polimorfismos nos genes que codificam interleucinas podem explicar as 

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

promotoras. Um estudo realizado pelo presente grupo de pesquisa investigou 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

polimorfismos em uma população Tcheca não verificou associação entre alelos e 

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

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

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

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

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

 Em sequência, nosso grupo de pesquisa verificou que comparando indivíduos 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Estudos enfocando a funcionalidade de SNPs contribuem para o conhecimento da 

relevância biológica ou da função utilizando controlados experimentos in vitro. 

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

funcionalidade de SNPs associados com diversas doenças.  

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

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

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

quanto adaptativa atuando simultaneamente e exercendo atividade modulatória recíproca;  

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

polimorfismos/haplótipos neste gene serem frequentemente escolhidos para investigação 

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

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

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

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

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

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

imune. 
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6 CONCLUSÃO 
 

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

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

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

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

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

haplótipos isoladamente, foi observado pelos diferentes constructos que o 

haplótipo CTI promoveu maior atividade transcricional do gene reporter GFP. 

 

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

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

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

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

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

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

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

mRNA e citocinas pró-inflamatórias.  
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