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RESUMO

ALMEIDA, J.F.F. Meta-Analise e Estudo de Associacdo na busca de
biomarcadores de diagndstico nos genes CD2AP e MS4A4E para a Doenca de
Alzheimer. 2018. 82f. Dissertacdo — Programa de Pds-Graduagcédo em Biotecnologia,
UFES, Espirito Santo. Brasil.

A doenca de Alzheimer (DA) é um dos tipos mais comuns de deméncia. Possui
alteracdes patologicas como placas amildides e emaranhados de neurofibrilas. A
forma esporadica (DAE) representa 98% dos casos da doenca de Alzheimer e
apresenta etiologia multifatorial. A variante rs670139 do gene MS4A4E e rs9349407
do gene CD2AP foram consideradas, em estudos de Genome wide association
studies, como associadas ao risco na DAE. O diagnéstico clinico da DA é dificil e
apenas possivel quando a doenca j4 estd em estagios avancados, sendo assim,
estudos buscam encontrar biomarcadores para auxiliar no diagnéstico da doenca em
estagios precoces. Com isso, nos ultimos anos, foram publicados varios estudos caso-
controle investigando a associacao de rs670139 do gene MS4A4E e rs9349407 do
gene CD2AP com DAE em outras populaces. Assim, este trabalho teve como
objetivo investigar a associac¢éo entre o polimorfismo rs670139 MS4A4E e rs9349407
CD2AP com DAE em uma amostra de individuos da populacdo da Grande Vitoria, ES
e realizar um estudo de meta-andlise atualizado sobre a associacao destas variantes
com a doenca. O estudo de associacao foi realizado com uma amostra composta por
221 individuos ndo consanguineos, sendo 139 individuos saudaveis e 82 pacientes
com diagnostico provavel de DAE, pareados em relacdo a idade e género. As
amostras foram genotipadas por Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment
Length Polymorphism. O Equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado para cada grupo
estudado. Os resultados de genotipagem foram validados por sequenciamento em 5%
das amostras. Os dados foram analisados pelos testes estatisticos de Qui-quadrado,
Odds ratio (Intervalo de confianca de 95%), Mann-Whitney e Regressao logistica no
programa SPSS (valores de p < 0,05 foram considerados significativos). Na meta-
analise a comparacao alélica seguindo o modelo genético aditivo foi realizada pelo

programa R. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que o alelo A de rs670139



MS4A4E esta associado ao risco na DAE. Este resultado apoia o papel de risco do
rs670139, uma vez que, o polimorfismo, em estudos funcionais, foi correlacionado
com o0 aumento das placas neuriticas. No entanto, ndo houve associacdo do
polimorfismo rs670139 MS4A4E e rs9349407 CD2AP com DAE na populacdo da
Grande Vitoria, ES e a meta-analise ndo encontrou associa¢cao para 0 rs9349407
CD2AP. Os resultados deste trabalho sdo importantes para ajudar a validar o papel

das variantes genéticas sobre o risco de DAE.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer Esporadica, rs670139, rs9349407, Estudo de

Associacao.



ABSTRACT

ALMEIDA, J.F.F. Meta-Analysis and Association Study in the search for
diagnostic biomarkers in CD2AP and MS4A4E genes for Alzheimer's Disease.
2018. 82f. Dissertation — Programa de Poés-Graduacdo em Biotecnologia, UFES,

Espirito Santo. Brazil.

Alzheimer's disease (AD) is one of the most common types of dementia. It has
pathological changes, such as amyloid plaques and neurofibrillary tangles. In 98% of
the cases, AD is sporadic or late-onset AD (LOAD) and presents a multifactorial
characteristic. Variants rs670139 in MS4A4E gene and rs9349407 in CD2AP gene
were considered associated with the risk in LOAD in studies with Genome wide
association studies. The clinical diagnosis of AD is difficult and is only possible when
the disease is already in advanced stages, so the studies are seeking to find
biomarkers to help diagnose the disease in the early stages. Thus, in recent years,
several case-control studies have been published investigating the association of
rs670139 MS4A4E gene and rs9349407 CD2AP gene with LOAD in other populations.
Thus, this study aimed to investigate the association between rs670139 MS4A4E and
rs9349407 CD2AP with LOAD in a sample of individuals from Grande Vitéria, ES and
conduct an updated meta-analysis study on the association of these variants with the
disease. The study performed was an association study with 221 individuals not
consanguineous, including 139 individuals without Dementia matched by sex and age
and 82 patients with diagnosis of probable LOAD. It was performed Polymerase Chain
Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism for genotyping. As statistical
analysis, it was performed Chi-square test, Odds ratio (Confidential interval of 95%),
Mann-Whitney and Logistic regression at SPSS software. It was considered p
significance with value < 0.05. It was also calculated the Hardy-Weinberg Equilibrium
for each group. The genotype results were validated by sequencing in 5% of the
samples. In the meta-analysis, the allelic comparison by additive genetic model was
performed by R Program. The results obtained in this study suggest that the A allele
of rs670139 MS4A4E is associated with risk in LOAD in meta-analysis. This result



supports a role of risk of rs670139, since this SNP in functional studies has been
correlated with increased amyloid plaques. However, there is no association of
rs670139 MS4A4E and rs9349407 CD2AP polymorphisms with LOAD in the
population of Grande Vitoria, ES and the meta-analysis there is no association of
rs9349407 CD2AP polymorphisms with LOAD. The results of this work are important
to help validate the role of genetic variants on the risk for LOAD.

Keywords: Sporadic Alzheimer's Disease, rs670139, rs9349407, Association Study.
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1. INTRODUCAO

A expectativa de vida cresceu consideravelmente nas ultimas décadas. Atualmente
12% da populagdo mundial tem mais de 60 anos de idade, e estima-se que em 2050
serd 22% da populagdo (CUSTODIO et al., 2017). Este aumento da expectativa de
vida da populacdo levou a uma maior ocorréncia de doencas relacionadas com a
idade, especialmente as deméncias (CUSTODIO et al., 2017). A deméncia € a terceira
causa de morte mais frequente em idosos (JELLINGER, 2008). A doenca de Alzheimer
(DA) é uma das formas mais comuns de deméncia na populacao idosa (KADMIRI et
al., 2017). Hoje sdo mais de 46 milhdes de pessoas com DA no mundo (CONDELLO;
STOHR, 2016).

Um estudo realizado no Brasil mostrou que da populacao acima de 60 anos, 7,1% era
acometida por algum tipo de deméncia, e que desses, 55,1% dos pacientes
apresentavam DA (HERRERA et al., 2002). Estima-se que o Brasil possua 1,2 milhdes
de individuos com DA e que a incidéncia seja de 100 mil novos casos por ano
(MENDES, 2008).

Frequentemente, o primeiro sintoma de DA é a perda de memdria e com o
desenvolvimento gradual da doenca o paciente tem um declinio nas habilidades
cognitivas, perda da autonomia e mudancas de personalidade (JIAO et al., 2015). Em
exames de imagem e analises microscopicas observa-se morte neuronal e perda das
sinapses, disfuncdo neurovascular, processos inflamatorios e atrofia cerebral causada
pela formacao de placas amildides e emaranhados de neurofibrilas (HEINONEN et al.,
1995; KANG,; LEE; LEE, 2017; SCHEFF; SPARKS; PRICE, 1993).

A DA pode ser classificada como familial (DAF) e esporadica (DAE). A DAF tem inicio
precoce, antes dos 65 anos de idade e corresponde a menos de 2% dos casos de DA.
Esta forma da doenca tem herancga autossémica dominante, com mutacdes nos genes
gue codificam a proteina precursora amiloide (APP), a pré-senilina 1 (PS1) ou a pré-
senilina 2 (PS2) (LAMBERT et al., 2009).
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A maior parcela de afetados pela doenca possuem DAE (98%) e apresentam idade
de inicio dos sintomas, em geral, a partir dos 65 anos. Nestes casos, a doenca possui
heranca multifatorial, com fatores ambientais e genéticos envolvidos na sua etiologia
(YU; TAN; HARDY, 2014). Entre as variantes genéticas associadas com a DAE
descritas até o0 momento, destaca-se o alelo €4 do gene Apolipoproteina E (APOE)
como o maior fator de risco genético para DAE em diferentes popula¢des (LAMBERT;
AMOUYEL, 2011).

Clinicamente, o diagnéstico da DA é dificil e apenas possivel quando a doenca ja esta
em estagios avancados (JELLINGER et al., 2008). Para auxiliar o diagnéstico da
doenca, estudos buscam encontrar biomarcadores que permitam aprimorar o
diagnéstico em estagios precoces da doenca. Neste sentido, a identificacdo de
biomarcadores genéticos permitiria um diagndstico menos invasivo, mais preciso e
com um valor mais acessivel, como também poderia servir como marcador de

progressao e resposta ao tratamento (LISTA et al., 2015).

Os estudos de associacdo amplo do genoma ou Genome wide association studies
(GWAS) tém como objetivo detectar variagdes no genoma que estao associadas com
caracteristicas de interesse ou doencas. Este método busca identificar os genes que
podem contribuir para o risco aumentado de desenvolver uma determinada doenca
complexa. Em 2011, estudos GWAS reportaram polimorfismos associados ao risco
na DAE em populagbes caucasianas, como por exemplo, o rs670139 do gene
Membrane-spanning 4-domain subfamily A4E (MS4A4E) e 0 rs9349407 do gene CD2-
associated protein (CD2AP) (HOLLINGWORTH et al., 2011; NAJ et al., 2011a). Uma
vez que a DAE é uma doenca multifatorial, as variantes génicas podem ter
associacOes diferentes nas diferentes populacdes (OLIVEIRA et al., 2009). Portanto,
estes polimorfismos séo referéncia de variantes a serem validadas em populacdes
especificas (ALLEN et al., 2012; TAN; YU; TAN, 2013).

Neste aspecto, tem ganhado destaque, a busca de variantes genéticas que possam
ser usadas como biomarcadores para auxiliar no diagndstico complementar da DA
(FRIDMAN et al., 2004; KWOK; GU, 1999). Além disso, para melhorar a compreenséao
sobre os mecanismos genéticos na DA, numa populacao geral e em diferentes grupos

étnicos € necessaria uma atualizacéo das informacdes atraves de um estudo de meta-
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andlise. Os estudos de meta-andlise sdo importantes, pois integram os resultados
encontrados nos estudos de casos-controles e atualizam a compreensao geral das

variantes relacionados a DA.

O presente trabalho estudou os polimorfismos rs670139 MS4A4E e o rs9349407
CD2AP em um estudo de associacdo na populacdo da Grande Vitéria-ES e realizou

uma meta-analise destas variantes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Histérico

A Doenca de Alzheimer foi inicialmente descrita pelo médico Aloysius Alzheimer que
nasceu em 14 de junho de 1864 na Alemanha e morreu em 19 de dezembro de 1915
na Polénia (MAURER; VOLK; GERBALDO, 1997).

Aloysius Alzheimer estudou medicina na Universidade de Berlin, se tornou médico
psiquiatra e no ano de 1888 apresentou a Tese de doutorado em Wiirzburg, Alemanha
(MAURER; VOLK; GERBALDO, 1997). Em sua carreira, Aloysius investigava as
doencas mentais. Aos 24 anos, Aloysius Alzheimer, foi trabalhar no Hospital
Psiquiatrico de Frankfurt na Alemanha (MAURER; VOLK; GERBALDO, 1997). No ano
de 1901, tratou uma paciente que foi diagnosticada com deméncia por exibir perda
das faculdades mentais (MAURER; VOLK; GERBALDO, 1997). A paciente, Auguste
D., tinha 51 anos de idade e apresentava mudan¢as no comportamento, delirios,
agressividade e declinio das funces cognitivas (HIPPIUS; NEUNDORFER, 2003;
THOMAS; FENECH, 2007). Em 1906, Auguste faleceu e Aloysius Alzheimer, apos
analisar o cérebro da paciente, verificou alteraces histopatolégicas que ainda ndo
tinham sido descritas na literatura, como placas esféricas em todo o cérebro (Figura
1) (THOMAS; FENECH, 2007).

Figura 1: A: Desenho de Aloysius Alzheimer dos emaranhados neurofibrilares observados no
cérebro da paciente Auguste; B: Emaranhados neurofibrilares; C: Placa neuritica (Modificado de
ALZHEIMER, 1991; THOMAS; FENECH, 2007).
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Neste mesmo ano, Aloysius, na 37° Conferéncia de Psiquiatras da Alemanha,
apresentou estas alteracbes cerebrais (figura 1) como sendo placas senis e
emaranhados neurofibrilares (THOMAS; FENECH, 2007).

Um ano depois, Aloysius, publicou um artigo intitulado de “A characteristic serious
disease of the cerebral cortex” no qual relata as alteracbes cerebrais da paciente
diagnosticada com deméncia (MAURER; VOLK; GERBALDO, 1997).

A grande contribuicdo de Aloysius Alzheimer para a medicina foi a descricdo desta
doenca, que no ano de 1910, Emil Kraepelin, mencionou pela primeira vez a doenga
como Doenca de Alzheimer, em seu livro livro "The Handbook of Psychiatry”, como
uma homenagem a Aloysius Alzheimer (THOMAS; FENECH, 2007).

2.2.Placas amil6ides

No diagnéstico de DA, a formacdo das placas amildides extracelulares e o0s
emaranhados neurofibrilares sdo as principais caracteristicas histopatolégicas
cerebrais (THOMAS; FENECH, 2007).

As placas amildides sdo formadas por agregados de peptideos B amildide de
aminoacido 40 e 42 (AB40 e AB42) gerados pela processamento anormal do gene
Proteina Precursora Amiloide (APP) (THOMAS; FENECH, 2007).

O gene APP codifica a proteina APP que tem papel em adesao celular, fungéo
sinaptica e inducdo de apoptose (SUH; CHECLER, 2002). A proteina APP é
abundante no sistema nervoso central e pertence a uma grande familia de proteinas
de membrana tipo | (NUSSBAUM; ELLIS, 2003). Esta proteina possui um longo
dominio extracelular N-terminal e uma regido citoplasmatica C-terminal da qual
origina-se por splicing de um mesmo transcrito de um Unico gene localizado no
cromossomo 21921 (NUSSBAUM; ELLIS, 2003). O processamento da APP depende
de secretases distintas, e pode ocorrer pela via chamada de néo-amiloidogénica e
amiloidogénica (Figura 2).



21

A via normal, ndo-amiloidogénica, (Figura 3) é realizada por um complexo enzimatico
de a-secretase e y-secretase. A a-secretase cliva a proteina APP e forma um
fragmento soluvel APPa (sAPPa) e um fragmento residual C-terminal de 83
aminoacidos (CTs3) que fica ancorado na membrana celular (AVRAMOPOULOS,
2009; THOMAS; FENECH, 2007). O fragmento C-terminal ancorado & membrana
sofre uma segunda clivagem pela enzima y-secretase que cliva o CTss, e produz um
peptidio chamado de p3 e um fragmento C-terminal de 57 a 59 aminoacidos (CTs7—s9)
(AVRAMOPOULQS, 2009; THOMAS; FENECH, 2007).

Alternativamente, pela via amiloidogénica, a APP pode ser clivada pela y-secretase e
B-secretase ou BACE-1 (B site APP cleaving enzyme). A enzima [-secretase cliva a
APP formando um fragmento soluvel APPB (sAPPB) e um fragmento residual C-
terminal de 99 aminoéacidos (CTg) (AVRAMOPOULOS, 2009; SUH; CHECLER, 2002;
THOMAS; FENECH, 2007). Em seguida, a y-secretase cliva o CTgg, formando o
fragmento de peptideo AB e um fragmento C-terminal de 57 — 59 aminoacidos (CTs7-
59) (AVRAMOPOULOS, 2009; SUH; CHECLER, 2002; THOMAS; FENECH, 2007). A
y-secretase forma dois tipos de peptidio B amiléide: AR40 e AB42 que estido presentes
na placa AB (JARRETT; BERGER; LANSBURY, 1993). O Ap40 é a forma n&o téxica
do peptideo B amildide enquanto que o AB42 é a forma neurotdxica pois tem a
capacidade de se agregar formando placas, induzindo estresse oxidativo o que pode
levar a apoptose celular (JARRETT; BERGER; LANSBURY, 1993).
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Amiloidogénica

Figura 2: Imagem mostrando a Via amiloidogénica que pode levar a formacao das placas amiloides
(Modificado de QUERFURTH; LAFERLA, 2010).
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Figura 3: Esquema mostrando a Via ndo amiloidogénica e Via amiloidogénica (modificado de
(KUMAR; SINGH; EKAVALLI, 2015)
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2.3.Proteina TAU

Na doenca de Alzheimer, o acimulo de emaranhados de neurofibrilas nos neurénios
também podem ser responsaveis pelo processo de neurodegeneracdao (KOSIK;
JOACHIM; SELKOE, 1986; WOOQOD et al., 1986).

Os emaranhados neufibrilares sado formados pela hiperfosforilagdo da proteina Tau
que é codificada pelo gene Microtubule-associated protein tau (MAPT) e estéo
presentes principalmente em neurdnios piramidais no hipocampo e no neocortex
cerebral (QUERFURTH; LAFERLA, 2010). A proteina Tau interage com a proteina
Tubulina formando os microtabulos (Figura 4). Os microtubulos fazem parte do
citoesqueleto e auxiliam na estabilidade e funcionamento neuronal normais (BRION,
1998; THOMAS; FENECH, 2007). Esta interacdo da proteina Tau € regulada por
enzimas, como a Glicogénio sintase cinase 3 (GSK3) e a Quinase Dependente de
Ciclina 5 (CDK5) (IQBAL et al., 2005). Na doenca de Alzheimer os filamentos de
proteina Tau ficam hiperfosforilados (PASTERNAK, 2007). A fosforilagdo anormal da
proteina Tau provoca uma desagregacado entre Tau e a Tubulina, desestruturando os
microtubulos. Esses eventos formam os emaranhados de neurofibrilas (figura 5) que
se depositam intracelularmente nos neurdnios (CASTELLANI; ROLSTON; SMITH,
2011). Com isso, 0s neurdnios sofrem comprometimento do transporte axonal, perda
sinptica e por conseguinte, morte neuronal (BRION, 1998; CASTELLANI;
ROLSTON; SMITH, 2011).
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Figura 4: Imagem da formacdo de emaranhados de neurofibrilas. A) Imagem de um neurénio
saudavel mostrando os microtdbulos estaveis. B) Imagem de um neurbnio ndo saudavel que
mostra a dissociacdo dos micrutibulos e a formacdo dos emaranhados de neurofibrilas

(Modificado de BRUNDEN; TROJANOWSKI; LEE, 2009).

Figura 5: Imagem dos emaranhados de neurofibrilas dentro do neurénio doente (modificado de
BRUNDEN; TROJANOWSKI; LEE, 2009).
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2.4. A genética da Doenca de Alzheimer

Ha duas formas de heranca da Doenca de Alzheimer: a DAF (rara) e a DAE (mais

frequente).

A Doenca de Alzheimer familial ou precoce ocorre, em geral, antes do 65 anos de
idade e € uma desordem com padrao de heranca autossémico dominante (BERTRAM,;
LILL; TANZI, 2010; HARPER, 1977; HOLTZMAN; MORRIS; GOATE, 2011). No inicio
dos anos 1980, os pesquisadores que estudavam pacientes com sindrome de Down
evidenciaram a associagdo entre a trissomia do 21 e DA (GOATE et al., 1991,
KIDSON; CHEN, 1986). Entretanto, somente em 1991 a mutacédo no gene APP foi
associada a doenca de Alzheimer (GOATE et al., 1991). Além disso, mutacfes nos
genes Presenilina 1 (PSEN1) localizado no cromossomo 14g24.3 e Presenilina 2
(PSEN2) no cromossomo 1g31-g42 (Figura 6) , também estdo associadas a doenca
de Alzheimer familial (NUSSBAUM; ELLIS, 2003; SCHELLENBERG et al., 1992).
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Figura 6: Localizacdo dos genes APP, PSEN1 e PSEN2 nos cromossomos (Modificado de
THOMAS; FENECH, 2007).

Os genes PSEN1 e PSEN2 codificam duas proteinas pré-senilinas 1 e 2,
respectivamente, que sdo componentes do complexo y-secretase e que participam no
processamento da proteina APP (SUH; CHECLER, 2002). As mutacdes nos genes
APP, PSEN1 e PSEN2 estdo relacionadas ao aumento da formagdo de AB42 pois
aumentam a atividade de protedlise de y-secretase (CAl; GOLDE; YOUNKIN, 1993;
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CITRON et al., 1992; SUZUKI et al., 1994). Apesar de ser uma desordem rara, cerca
de 2% dos casos, a hipétese da cascata amildide é a mais aceita e sugere que as
mutacgdes nos genes APP, PSEN1 e PSEN2 e a fosforilagdo anormal da proteina Tau
ocasionem 0 processo neurodegenerativo da Doenca de Alzheimer (HARDY;
HIGGINS, 1992).

Ja a Doenca de Alzheimer esporadica ou tardia, ocorre, em geral, apos os 65 anos de
idade e é mais frequente, atingindo cerca de 98% dos casos da doenca. A DAE € uma
desordem complexa ou multifatorial associado a influentes fatores genéticos de risco
(YU; TAN; HARDY, 2014). Atualmente, o alelo €4 do gene APOE é considerado o
maior fator de risco genético para DAE em diferentes populacées (YU; TAN; HARDY,
2014).

No ano de 1993, o gene APOE localizado no cromossomo 19g13.2, foi associado ao
risco na doenca de Alzheimer (CORDER et al., 1993; STRITTMATTER et al., 1993).
Segundo Holtzman et al. (2000), o gene APOE possui duas variagdes genéticas
(rs429358 e rs7412) levando a formagédo de trés isoformas distintas: ApoE2 (g2),
formado pelos alelos T de rs7412 e T de rs429358; ApoE3 (£3), formado pelos alelos
C de rs7412 e T de rs429358; ApoE4 (g4), formado pelos alelos C de rs7412 e C de
rs429358 (HOLTZMAN et al., 2000; MORGAN; CARRASQUILLO, 2013).

O gene APOE codifica a proteina APOE que participa do transporte de colesterol no
cérebro, reparo neuronal e na eliminacao do peptideo AR do sistema nervoso central
(POIRIER, 1994; TOKUDA et al., 2000). O colesterol faz parte da estrutura das células
nervosas, como a bainha de mielina dos neurdnios (DONG et al., 2017). De acordo
com o estudo de Dong et al. (2017) a desregulacédo da quantidade de colesterol nas
células neuronais pode estar relacionada com o funcionamento anormal das enzimas
B-secretases e y- secretases e, consequentemente, no desbalan¢o da formacao dos
peptideos AR40 e Ap42, relacionando assim, seu papel na DA. Segundo estudos,
cada copia do alelo €4 causa uma diminuicdo na idade de aparecimento da doenca
em até dez anos (FARRER et al., 1997). Além disso, a presenca de pelo menos um
alelo €4 pode aumentar em 3 vezes o risco para DAE (LAMBERT; AMOUYEL, 2011;
STRITTMATTER et al., 1993).
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2.5.Biomarcadores

Segundo Hye et al. (2006) os biomarcadores podem ser atributos morfoldgicos, de
genes, transcritos, peptideos ou metabdlitos presentes no sistema biologico e séo
definidos pelo grupo National Institute of Health Director's Iniciative on Biomarkers and
Surrogate Endpoint como sendo: indicadores de processos biolégicos normais; ou
patologicos; ou de respostas a intervencdes farmacolégicas e objetivamente
mensuraveis (ATKINSON et al., 2001). Devido ao dificil diagnéstico da doenca de
Alzheimer, o uso de biomarcadores pode ser utilizado como auxilio para o diagnostico
complementar, diferenciando-a de outras deméncias e validando os casos de DA
(ATKINSON et al., 2001).

Atualmente, a maioria das pesquisas sobre biomarcadores para a DA utilizam
mecanismos de neuroimagem estrutural e functional, como por exemplo o Imagem
por Ressonancia Magnética (IRM) e o Positron Emission Tomography (PET), mas
também ha estudos potenciais sobre 0 uso de biomarcadores bioquimicos (CAVEDO
et al., 2014)

A IRM possui boa resolucdo espacial com a capacidade de distinguir regides do
cérebro, estruturas e até mesmo diferenciar tecidos e camadas corticais, com iSso
pode ser utilizada para identificar atrofias cerebrais em sujeitos com DA. Ja o IRM
funcional alcanca informac6es como o fluxo sanguineo de determinada regido e
metabolismo de glicose. Este método adquire informacdes sobre o metabolismo do
cérebro e visualiza as atividades neuronais em locais especificos, sendo uma
ferramenta importante no diagnéstico de DA possibilitando detectar alteracfes em
regides especificas do cérebro, como o hipocampo (CEDAZO-MINGUEZ; WINBLAD,
2010).

O PET j& é utilizado como modalidade de diagndstico em algumas doengas, como por
exemplo o cancer, e produz imagens tridimensionais ou funcionais do organismo. E
uma técnica que permite o mapeamento de diferentes substancias quimicas

radioativas no organismo (PIKE et al., 2007).
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Estudos tém sido realizados com o PIB-PET, uma sonda, marcada com um is6topo
radioativo do carbono (11C) especifica para se ligar ao peptideo AB, o composto B de
Pittsburgh (11C-PiB - Pittsburgh compound B). Os resultados mostraram que as
regibes que mais apresentava absorgdo de PIB, estavam com maior atrofia, como o
lobo medial temporal (JACK et al., 2008). Apesar do uso de neuroimagem auxiliar
muito para o diagnostico de doencas, possuem algumas limitacdes como o alto valor

dos aparelhos e dificil interpretacado dos dados (SONG et al., 2009).

Os marcadores bioquimicos, na doenca de Alzheimer, tém ganhado destaque na
tltima década. No liquido cefalorraquidiano (LCR) ou fluido cérebro espinhal os
biomarcadores estudados séo o nivel da proteina Tau e de peptideos AR (REIBER;
PETER, 2001). Muitos pesquisadores tém realizado estudos com as proteinas APP,
TAU e peptideo AB. Os resultados ainda n&o s&o consensuais, mas tem sido
observada uma diminuicdo de AB42 em pacientes com DA em relagao aos controles.
Esta relacao sugere que devido a formagao das placas de peptideos AR na DA ha
uma reducao de peptideos AR soluveis circulantes no cérebro e no LCR (CRAIG-
SCHAPIRO; FAGAN; HOLTZMAN, 2009).

No entanto, uma das limitacGes para os biomarcadores no LCR é que a coleta ocorre
por puncao lombar, e é considerada uma técnica invasiva e que requer cuidados para
evitar contaminar o paciente (REIBER; PETER, 2001). Portanto, tem-se buscado
biomarcadores, como plasma, sangue e sSoro pois S&0 menos invasivos e portanto

com um custo mais acessivel (LISTA et al., 2015).

Assim, nas Ultimas décadas houve um aumento significativo de pesquisas sobre os
mecanismos bioquimicos e moleculares da doenca de Alzheimer na busca por
biomarcadores. Nesse aspecto, tem ganhado destaque, a busca de polimorfismos de
base unica (SNP-Single Nucleotide Polymorphism) para identificar biomarcadores
genéticos que possam ser Uteis no diagnostico complementar de doencgas complexas
como a DA. (FRIDMAN et al., 2004; KWOK; GU, 1999).
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2.6.Novos genes candidatos a DAE

Novas variantes genéticas de risco ja foram associados com a doenca de Alzheimer
Esporadica, mas nenhuma como o APOE. Estudos de associacdo amplo do genoma
(GWAS - Genome-wide association study) identificaram novos SNPs associados ao
risco na doenca de Alzheimer Esporadica (BUSH; MOORE, 2012). Entre as variantes
descobertas, estdo o polimorfismo C/A rs670139 do gene Membrane-spanning 4-
domains A4E (MS4A4E) e o polimorfismo G/C rs9349407 do gene CD2-associated
protein (CD2AP) estdo associados como fatores de risco (HOLLINGWORTH et al.,
2011; NAJ et al., 2011b).

2.6.1 Gene MS4A4E

O gene Membrane-spanning 4-domain subfamily AAE (MS4A4E) esta localizado no
cromossomo 11g12.2 e a familia de genes MS4A faz parte de componentes da
superficie celular (LIANG et al., 2001). O gene MS4A4E esta implicado na modulacéo
imunologica e esta relacionado como sendo parte da via inflamatoria na DA (KARCH,;
GOATE, 2015). Neste aspecto, o estudo de Heneka et al. (2013) correlacionou a
ativagdo de inflamassomas com a redugéo da fagocitose de placas AB. Além disso,
as proteinas do gene MS4A4E sdo expressas em micrdglias, mas seu mecanismo em
DA ainda nao esta claro (VILLEGAS-LLERENA et al., 2016). As funcbes do gene
MS4A4E nédo estdo totalmente caracterizadas, mas podem compartilhar algumas
funcdes/propriedades de proteinas com sua familia de genes (LIANG et al., 2001). Foi
relatado que a familia de genes MS4A podem regular a homeostase de calcio dentro
da célula (PAROLINI et al., 2012). Uma vez que altos niveis de calcio intracelular
podem facilitar a formacéao da placa amiléide e a hiperfosforilagdo de tau, os genes
MS4A podem estar relacionados a doengas neurodegenerativas como a DA
(LAFERLA, 2002). O alelo A no polimorfismo rs670139 no gene MS4A4E foi
relacionado ao risco aumentado de desenvolver DAE em estudos de GWAS em
populacdes caucasianas (HOLLINGWORTH et al., 2011; NAJ et al., 2011a). O estudo
funcional de Karch et al. (2012) avaliou amostras de cérebros de pacientes com DA e
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descobriram que o alelo A em rs670139 MS4A4E esta associado ao aumento das
placas amil6ides em pacientes com DA. Isto mostra uma possivel relacéo de rs670139
MS4A4E e DAE.

2.6.2 Gene CD2AP

O gene CD2-associated protein (CD2AP) esta localizado no cromossomo 6pl2 e
codifica a proteina CD2AP que regula a endocitose, estrutura do citoesqueleto,
adesdao de células e trafico intracelular (LYNCH et al., 2003; PASCALE et al., 2005;
TAO et al., 2017). Vérios estudos relatam um papel para o CD2AP na doenca de
Alzheimer. Por exemplo, CD2AP esta implicado na via de endocitose o que leva a DA
e pode afetar a endocitose da APP em neurbnios (UBELMANN et al., 2017). Além
disso, esta proteina foi encontrada expressa no cérebro de paciente com DA
(SHULMAN et al., 2013) e pode controlar a degradacédo da APP nos neurénios (TAO
et al., 2017).

Em estudos GWAS o0 alelo C no polimorfismo rs9349407 no gene CD2AP foi
considerado um fator de risco para DAE em populacdes caucasianas
(HOLLINGWORTH et al., 2011; NAJ et al., 2011a). Em um estudo funcional, o
rs9349407 foi correlacionado com o aumento das placas neuriticas o0 que sugere que

o polimorfismo esteja associado com a DA (SHULMAN et al., 2013).

2.7.Fatores de risco ambientais

Diversos fatores de risco ambientais estdo associados com a doencga Alzheimer como
por exemplo, a idade, o género, o grau de escolaridade e o estilo de vida. A maioria
dos casos de doenca de Alzheimer, 98%, ocorre ap0s 0s 65 anos o que indica que a
idade é o fator de risco mais importante para a deméncia (EVANS et al., 1989;
STOZICKA; ZILKA; NOVAK, 2007).
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Nos estudos de associagcédo caso-controle, verifica-se que a propor¢cao de mulheres
com DA é maior em relacdo os homens. Entretanto, nesta metodologia, os sujeitos
sao pareados por idade e esta diferenca pode ter relacdo com uma maior expectativa
de vida do grupo feminino (NITRINI et al., 2009).

A meta-analise de Barnes e Yaffe (2011) calculou o risco para DA atribuido ao grau
de escolaridade e verificou que a prevaléncia populacional é de 40% (OR= 1.59 ;
95% 1C:1.35-1.86). Os resultados mostraram que a baixa escolaridade contribui
globalmente para a maior propor¢cdo de casos de DA. Além disso, neste mesmo
estudo, o tabagismo contribuiu com 27% da prevaléncia populacional (OR=1.59; 95%
IC: 1.15-2.20), seguido pelo sedentarismo com 17% (OR=1.82; 95% IC: 1.19-2.78).

2.8.Diagndstico

A doenca de Alzheimer é diagnosticada através dos exames clinicos. Exames
complementares sao feitos para excluir outras causas de deméncia. Entretanto, o
diagnéstico definitivo s6 é possivel apés falecimento do paciente, que € submetido a
bidpsia cerebral em exame post-mortem. Nesta bidpsia € possivel observar alteracdes
histopatolégicas caracteristicas da doenca como a presenca de: as placas neuriticas
e emaranhados neurofibrilares nas regiées de hipocampo e neocoértex (HYE et al.,
2005). No cérebro destes pacientes também héa atrofia cortical, alargamento dos
sulcos corticais e dilatacdo das fissuras sylvianas (Figura 7) (YAARI; COREY-BLOOM,
2007). Estas lesdes cerebrais causam a diminuicdo de sinapses e morte dos
neurdnios (JELLINGER et al., 2008).
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Figura 7: Imagem do cérebro, seccdo post-mortem, mostrando o cérebro de um individuo idoso
saudavel a esquerda comparado com o de um paciente com DA a direita. (Modificado de YAARI;
COREY-BLOOM, 2007).

O método de diagndstico mais utilizado para DA (FROTA et al.,, 2011) e o que
apresenta maior sensibilidade e especificidade para a doenca é feito segundo os
critérios do NINCDS-ADRDA (National Institute for Neurological and Communicative
Disorders and Stroke —Alzheimer‘s Disease and Related Disorders Association).
Neste critério, os pacientes sdo diagnosticados como DA provavel ou DA possivel
(MCKHANN et al., 1984).

A doenca de Alzheimer provavel possui muitas caracteristicas especificas, como por
exemplo, o inicio insidioso (meses ou anos) e historia clara ou observacao de piora
cognitiva (FROTA et al., 2011). Diferentemente, na DA possivel o paciente preenche
0s critérios de diagndsticos clinicos porém apresenta algumas circunstancias como,
inicio abrupto e/ou padrédo evolutivo distinto daquele observado usualmente, isto é
lentamente progressivo, ou quando se tem evidéncia de outras etiologias (FROTA et
al., 2011).

Como os sintomas sao progressivos, geralmente, o diagnostico é feito em estagios
avancados da doenca (JELLINGER et al., 2008). Portanto, tem sido crescente o
estudo de SNPs associados com DAE como métodos no diagnostico complementar

da doenca.
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2.9. Tratamento

Até o momento, a DA é uma doenca que nado tem cura. Os medicamentos usados no
tratamento sdo antipsicoticos, antidepressivos e ansioliticos, que tratam os sintomas
da DA. Como opcéo terapéutica no tratamento sintomatico da doenca de Alzheimer
para o déficit cognitivo sdo usados medicamentos inibidores da acetilcolinesterase
(por exemplo: Donepezilo, Galantamina, Rivastigmina) e o antagonista dos recetores
N-metil D-Aspartato (NMDA) (memantina) (FORLENZA, 2005).

Uma das causas da DA é baseada na hip6tese da Teoria Neuroquimica, que se baseia
na diminuicdo dos niveis de acetilcolina (ACh) nos pacientes (MORRISON;
LYKETSOS, 2005). A acetilcolina € um hormdnio neurotransmissor produzido pelo
sistema nervoso e que esta presente nas regibes cerebrais da memoria e sua
diminuicdo estd correlacionada com o déficit cognitivo (MORRISON; LYKETSOS,
2005). Assim sendo, medicamentos inibidores da enzima acetilcolinesterase tem
como objetivo diminuir a degradacéo de acetilcolina (FORLENZA, 2005). Atualmente,
os inibidores das colinesterases sdo 0s principais medicamentos usados no
tratamento da DA, contudo a resposta ao medicamento é heterogénea, sendo que
alguns pacientes se beneficiam muito, enquanto outros, ndo apresentam melhora
(FORLENZA, 2005). Além disso, destaca-se as reacdes adversas como fadiga,
nauseas, vomitos, anorexia, insénia, agressividade, depressao e dores de cabeca
(FORLENZA, 2005). No entanto, estudos mostram que a administracao dos Inibidores
da acetilcolinesterase em doentes com DA induz beneficios significativos, em relacéo
ao grupo controle, sobre as capacidades funcionais e o déficit cognitivo (FORLENZA,
2005).

Ja, o uso da memantina, um medicamento antagonista dos recetores NMDA, possui
efeitos sobre neurotransmissao glutamatérgica (LI et al., 1997). O glutamato é um
neurotransmissor cerebral associado as fun¢des cognitivas e a memaria. Assim, na
DA, encontra-se niveis alterados de Glutamato e quando os niveis de glutamato ficam
elevados por periodos prolongados podem causar morte dos neurénios (FORLENZA,

2005; Ll et al., 1997). A memantina possui uma agao neuroprotetora contra a ativacao
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elevada de receptores NMDA (MISZTAL; FRANKIEWICZ, 1996; PARSONS et al.,
1993). Assim sendo, estudos clinicos sugerem que doses diarias de Memantina em
portadores de deméncia leve ou moderada tiveram beneficios significativos sobre as
funcbes motoras e cognitivas (FORLENZA, 2005; PANTEV; RITTER;
GORTELMEYER, 1993).

Os estudos de Wenk et al. (2000) e Tariot et al. (2004) sugerem que o tratamento
combinado de Memantina e inibidores das colinesterases em pacientes com DA é
seguro, bem tolerado e pode favorecer melhoras significativas nas fungdes cognitivas,

funcionais e comportamentais.

2.9.1. Perspectivas futuras

As terapias usadas atualmente mostraram apenas controlar os sintomas e retardar a
progressdo da doenca de Alzheimer. Portanto, é essencial o estudo e
desenvolvimento de drogas inovadoras e eficazes que sejam capazes de modificar o
curso natural da doenca e novas terapias capazes de antecipar o diagndstico
(FORLENZA, 2005). Nesse contexto, estudos que compreendam 0s mecanismos que
levam a morte neuronal na DA seréo a base para o desenvolvimento de novas drogas.
Assim sendo, destacam-se novas terapias potenciais para a DA, como a imunoterapia

ativa.

O estudo de Schenk et al. (1999) foi o pioneiro em descrever a imunizagdo com o AR
em modelos de camundongos transgénicos. Neste estudo, foi mostrado que a
imunizagdo com o AB42 poderia reduzir a deposi¢cdo de placas amiloides em tecido
cerebral. Este trabalho foi clinicamente relevante abrindo a possibilidade de novos

estudos sobre imunoterapias com o A.

Em 2001, foi desenvolvida a primeira vacina, AN1792, que consistia no peptideo total
de AB42 com o adjuvante QS-21 (saponina proveniente de extrato de saponaria)

(FORLENZA, 2005). O primeiro estudo de fase | em humanos voluntarios pacientes
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de DA, mostrou boa tolerabilidade com a producéo de anticorpos especificos em mais
de metade dos participantes imunizados. A partir dai foram iniciados os estudos de
fase Il, a fim de determinar a seguranca, a tolerabilidade e a eficacia da imunoterapia

com B-amiléide no tratamento da DA.

A fase Il contou com 375 voluntarios com DA que foram randomizados para receber
multiplas doses intramusculares do composto AN1792 ou placebo. Contudo, apesar
de observarem melhorias nos sintomas e redugao das placas AB, o estudo foi
finalizado pois houveram casos de participantes que desenvolveram
meningoencefalite (FORLENZA, 2005; ORGOGOZO et al., 2003). Dos 12 pacientes
tratados com o composto AN1792 e que apresentaram meningoencefalite quatro
pacientes morreram. A autopsia destes pacientes mostrou reducdes substanciais dos
depdsitos de B-amildide em tecidos cerebrais (ORGOGOZO et al., 2003). Apesar dos
efeitos adversos, a vacina AN1792 se mostrou benéfica na DA.

A segunda geracao de imunoterapia ativa, CAD106, compreende copias multiplas do
fragmento de AB (AB1-6) conjugado com um bacteri6fago (VANDENBERGHE et al.,
2017). A vacina CAD106 induziu, em modelos animais, de forma efetiva anticorpos de
AB sem ativar uma resposta de células T especificas de AB. Com base nos resultados,
avancou-se para a fase | em humanos. Os resultados mostraram producao necessaria
de anticorpos sem que houvesse uma reacdo autoimune. Além disso, houve
diminuicdo da concentragéo de AP livre no plasma (FORLENZA, 2005). A fase Il do
estudo, 121 pacientes receberam até sete injecfes intramusculares de CAD106
(150ug ou 450ug) ou placebo durante 60 semanas (VANDENBERGHE et al., 2017).
Esta fase demonstrou um perfil aceitavel de seguranca e tolerabilidade, evocando
uma forte resposta sorolégica em até 81% dos pacientes que receberam 450ug de
CAD106. Em conclusao, o estudo de fase Il mostrou que CAD106 provocou uma
resposta imune e um perfil de seguranca aceitaveis. Contudo, a eficécia clinica de
CAD106 ainda precisa ser determinada em estudos maiores (VANDENBERGHE et
al., 2017).

Uma alternativa as vacinas com peptideo AB, sdo as vacinas de DNA. A vacina de
DNA para a DA é composta por um fragmento de DNA que codifica Ap42
(LAMBRACHT-WASHINGTON; ROSENBERG, 2013). Diversos estudos preé-clinicos
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mostraram que a vacina desencadeia as respostas imunes contra o peptideo AB42 e
induz a producéao prolongada de anticorpos (DASILVA; BROWN; MCLAURIN, 2009;
KIM et al., 2007; LAMBRACHT-WASHINGTON; ROSENBERG, 2013; MOVSESYAN
et al., 2008). Além disso, é mais facil de ser produzida e com menores custos se
comparada com as vacinas de peptideo AR (LAMBRACHT-WASHINGTON;
ROSENBERG, 2013). Estes estudos ainda estdo em andamento, mas ja mostraram
resultados promissores de uma potencial forma futura de tratamento preventivo para
DA.
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a associagdo entre 0s polimorfismos
rs9349407 CD2AP e rs670139 MS4A4E com a doenca de Alzheimer

esporadica.

3.2.Objetivos especificos

Caracterizar a amostra de pacientes com Doenca de Alzheimer Esporadica
e controles saudaveis quanto a dados demogréficos e clinicos;

Estimar a frequéncia genotipica dos polimorfismos rs9349407 do gene CD2AP
e rs670139 do gene MS4A4E em pacientes com diagnostico provavel para a

DA e controles saudaveis na populacéo de Vitéria, ES;

Verificar a possivel associacdo dos polimorfismos rs9349407 do gene CD2AP
e rs670139 do gene MS4A4E com a doenca de Alzheimer na populacdo de
Vitoria, ES;

Investigar associacdo dos SNPs nos genes CD2AP (rs9349407) e MS4A4E
(rs670139) em portadores do alelo €4 para o gene APOE com a Doenca de

Alzheimer Esporadica na populacao da Grande Vitéria, ES;

Verificar a possivel associa¢do dos polimorfismos rs9349407 do gene CD2AP
e rs670139 do gene MS4A4E com a doenca de Alzheimer Esporadica quando
utilizado amostras de diferentes tipos de populacdes de outros estudos casos-

controle.
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4. METODOLOGIA

Neste trabalho foram abordadas duas estratégias metodoldgicas, um estudo de

associacao caso-controle e um estudo de meta-analise.

4.1.Estudo de Associagao

Este foi um estudo de associacao transversal, analitico e observacional, realizado em
uma amostra de individuos ndo consanguineos residentes da Grande Vitoria, ES
atendidos no Hospital Santa Casa de Misericordia de Vitéria (HSCMV) ou Centro de

Referéncia de Atendimento ao ldoso (CRAI).

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres
Humanos. Os participantes do estudo ou representantes legais assinaram um termo

de consentimento livre e esclarecido para participar do estudo.

A amostra deste trabalho contou com 221 individuos, sendo 82 pacientes e 139
controles. Todos os participantes foram diagnosticados pelo médico geriatra Dr.

Renato Lirio Morelato.

Os critérios de inclusédo de pacientes na pesquisa foram: individuos com diagnéstico
Provavel de Doenca de Alzheimer Esporadica, segundo os critérios de NINCDS-
ADRDA (MCKHANN et al., 1984). Além disso, foram realizados testes para avaliar
nivel de cognicdo como o Mini Mental State Examination (MMSE) (FOLSTEIN;
FOLSTEIN; MCHUGH, 1975). Os pacientes da pesquisa tiveram escore de 14 a 4
para o MMSE. O grupo de pacientes selecionados nao tinham parentes com Doenca
de Alzheimer e apresentavam idade e inicio de sintomas de deméncia acima de 65
anos. Os critérios de exclusdo de pacientes na pesquisa foram: individuos sem

diagnéstico Provavel de Doenca de Alzheimer Esporadica.
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Para descartar outras doengas, 0s pacientes passaram por uma avaliagdo completa
para diagndéstico de deméncia, incluindo tomografia computadorizada do cranio, testes
bioquimicos realizados na época do diagndstico e repetidos dois anos depois, como
hemograma completo, TSH, eletrolitos séricos, vitamina B12, acido folico, ureia,
glicose sérica e sorologia da sifilis e HIV. Além disso, foram feitos exames clinicos,
psiquiatricos e neurologicos para descartar outras doencas cerebrais e sistémicas que
possam contar com o declinio cognitivo progressivo e deméncias reversiveis
(CASTELLANI; ROLSTON; SMITH, 2011).

Os critérios de inclusd@o de controles na pesquisa foram: individuos saudaveis, com a
idade acima de 65 anos e auséncia de parentes com Doenca de Alzheimer. Além
disso, todos realizaram o teste MMSE e 0s niveis cognitivos foram considerados ndo
deficientes. Os critérios de exclusédo de controles na pesquisa foram: individuos com

idade inferior a 65 anos e que apresentassem deficiéncia cognitiva no teste MMSE.

A amostra foi caracterizada pelas variaveis de género, etnia, escolaridade, idade e o
por meio de entrevista aos participantes da pesquisa. O status dos polimorfismos do
gene APOE foram obtidos por (DE-ALMADA et al., 2012).

4.1.1. Analise genotipica

Foi realizada coleta de sangue na unidade geriatrica do HSCMV pelos pesquisadores
do Nucleo de Genética Humana e Molecular (NGHM) da UFES. O DNA gendmico foi
extraido, de 5ml de sangue periférico, de acordo com a metodologia de Miller, Dykes
e Polesky (1988). Para medir as concentracdes das amostras de DNA foi utilizado o

NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific).
As sequéncias referéncias dos genes CD2AP e MS4A4E utilizadas neste trabalho
foram obtidas no banco de dados do site National Center for Biotechnology Information

(NCBI) (WHEELER et al., 2004).

Os SNPs nos genes MS4A4E e CD2AP foram investigados através da técnica de
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PCR-RFLP (Polimerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length

Polymorphism), utilizando primers especificos.

Para a PCR do gene MS4A4E foram utilizados os primers descritos por Mao et al.
(2015). Para a PCR do gene CD2AP os primers foram desenhados. A sequéncia do
primer Forward da fita senso foi elaborada usando a ferramenta do site dCAPS Finder
2.0. A sequéncia do primer reverse, foi obtida através do site Primer3 v. 0.4.0 (NEFF,;
TURK; KALISHMAN, 2002). O primer Forward é degenerado no nucleotideo G
localizado no final do primer. A sequéncia dos primers esta apresentada no quadro 1
e as condi¢bes da PCR para os genes estao apresentadas no quadro 2. Além disso,
a localizagdo das sequéncias dos primers nos genes MS4A4E e CD2AP e sua
especificidade no genoma foram verificadas através do Basic Local Alignment Search

Tool (BLAST), ferramenta disponivel no site do NCBI.

Quadro 1: Sequéncia e referéncia dos primers utilizados nas reacdes de PCR.
Gene Fragmento Sequéncia de Primers Referéncia

MS4A4E 255pb F: AGACGAGCAGAACTGAGAAGC (MAO et al., 2015)

R: AAATCCAAGACAGAACAAAGAATC

CD2AP 212pb F: AATCTATAGTAGTGTATACTAAG
(Estudo Atual)

R: TGTAGGCAACTGTAACACAATGG
F= Sequéncia Forward 5’-3’, R= Sequéncia Reverse 5’-3’, G= nucleotideo degenerado.

Quadro 2: Padronizacdo da reacdo de PCR para os genes em estudo.

SNP ETAPAS D H E EF
N° de ciclos 1 25 25 25 1
MS4A4E Temperatura 94°C 94°C 66°C 72°C 72°C
rs670139 Tempo 10min 35s 30s 30s 10min
N° de ciclos 1 35 35 35 1
CD2AP Temperatura  94°C 94°C 56°C 72°C 72°C
rs9349407 Tempo 10min 35s 30s 30s 10min

D=Desnaturacao; H=Hibridizacdo; E=Extensao; EF= Extensao final.
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A Padronizagdo dos reagentes usados nas reagcbes de PCR e as condi¢cdes da
digestdo foram descritas nos quadros 3 e 4, respectivamente. Para a digestdo do
produto de PCR no gene CD2AP, foi utilizado a enzima de restricdo AVAIl (Thermo
Fisher) selecionada através da ferramenta do site dCAPS Finder 2.0. Para o gene
MS4A4E foi utilizado a enzima de restricdo BSL1 (Thermo Fisher) selecionada

utilizando a ferramenta do site NEBcutter.

Quadro 3: Padronizacdo dos reagentes da PCR.

Reagentes Concentracédo Final
PCR buffer 1X

MgCl2 1,5mM
dNTP 0,2 mM
Primer Forward 0,5mM
primer Reverse 0,5mM
taq DNA polymerase 0,05mM
DNA 40ng/ul

Quadro 4: Condicbes da digestao.

Gene Enzima Tempo/C Analise Fragmentos gerados
CC- 212pb;
CD2AP AVAIl  2horas/37°C Gel poliacrilamida 7% GG- 189pb e 23pb;

GC - 212pb,189pb e 23pb

MS4A4E  BSL1 16horas/55°C Gel poliacrilamida 7% AA - 255pb;
CC - 171pb e 84pb;
CA — 255pb, 171pb e 84pb;

O sequenciamento de Sanger foi realizado em aproximadamente 5% da amostra, para
validar os genoétipos encontrados. As amostras foram preparadas utilizando 5ul de
produto de PCR e primer Forward para reagir com BigDye® Terminator V3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) seguindo as instrugbes do fabricante. As
amostras foram sequenciadas no Instituto de Quimica da USP e o equipamento
utilizado foi o ABI PRISM Genetic Analyzer. A analise do sequenciamento foi realizada

no software BioEdit v.7.2.5 para Windows.
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4.1.2. Andlise estatistica

Para o grupo de pacientes e controles foi calculado o Equilibrio de Hardy-Weinberg
(EH-W). Foi usada a ferramenta online OEGE (Online Encyclopedia for Genetic
Epidemiology studies) com grau 1 de liberdade (RODRIGUEZ; GAUNT; DAY, 2009).

Para os grupos estudados foi considerado dentro do EH-W o0 y2 < 3,84 e p 2 0,05.

A andlise estatistica foi realizada no programa SPSS (IBM) software versao 23.0 para
Windows. Na caracterizacdo da amostra para comparar a idade entre pacientes e
controles foi feito o teste de Mann-Whitney. O teste do Qui-quadrado foi realizado para
comparacao entre amostras de pacientes e controles com os dados de género, etnia,
escolaridade e o status do APOE. Foi considerado em status do APOE a presenca de
pelo menos um alelo ¢4. A etnia foi composta por individuos de ascendéncia
preferencialmente Caucasiana e Afrodescendente. Para escolaridade, foi considerado
alfabetizado e nao-alfabetizado. O valor de p<0,05 foi considerado significativo nas

analises.

Para analisar a associacdo entre os SNPs nos genes MS4A4E (rs670139) e CD2AP
(rs9349407) com a Doenca de Alzheimer, foi realizado o teste do Qui-quadrado, Odds
ratio (OR) e 95% intervalo de confianca (IC). Além disso, a regressao logistica foi feita
para testar a associacao dos polimorfismos nos genes MS4A4E (rs670139) e CD2AP
(rs9349407) com pelo menos um alelo €4 no gene APOE. O valor de p<0,05 na
regressao logistica foi ajustado usando as variaveis idade, género, etnia e nivel de

escolaridade.

4.2. Meta-analise

4.2.1. Revisao Sistematica



43

A revisao sistematica foi realizada com o auxilio da pesquisadora Ligia Ramos dos
Santos, pertencente ao Nucleo de Genética Humana e Molecular (NGHM) utilizando
0 banco de dados PubMed (NCBI). A busca foi feita de artigos que foram publicados
até 12 de dezembro de 2017. As palavras chaves utilizadas foram: "rs670139
MS4A4E", "MS4A4E", "rs9349407 CD2AP" e "CD2AP". Além disso, os estudos
referenciados em artigos encontrados na busca também foram incluidos. Somente

artigos em inglés foram utilizados.

4.2.2. Critérios de inclusao e exclusao

Foram estabelecidos cinco critérios de inclusdo: (1) estudo que investigue uma
associacdo entre DAE e pelo menos um desses SNPs: CD2AP (rs9349407) e / ou
MS4A4E (rs670139); (2) A amostra de pacientes com DAE precisa ter um critério de
diagnostico especifico como National Institute of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke and the Alzheimer Disease and Related Disorders Association
(NINCDS-ADRDA), Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM), ou
Fourth Edition of Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-IV); (3)
o estudo precisa fornecer os dados de gendtipos ou de alelos dos SNPs, numero total
de amostras em controles e casos; Quando nenhum desses dados foi fornecido, um
e-mail solicitando a informacao foi enviado aos autores; (4) os estudos em que as
frequéncias de gendtipos estejam dentro do HWE em grupos de casos e controles; (5)
estudos que especifiquem o método de genotipagem utilizado. Todos os estudos
encontrados que nao estavam de acordo com os cinco critérios foram excluidos, assim

como os artigos duplicados encontrados na busca.

4.2.3. Extragao de dados
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Os dados foram extraidos com o auxilio da pesquisadora Ligia Ramos dos Santos,
pertencente ao Nucleo de Genética Humana e Molecular (NGHM). Os seguintes
dados foram extraidos dos artigos selecionados: (1) o sobrenome do primeiro autor;
(2) o ano de publicacdo; (3) o pais; (4) a etnia; (4) o numero total de pacientes e
controles DAE; (5) os numeros de gendtipos ou alelos de cada SNP em casos e
controles de DA; (6) o método de genotipagem e (7) os critérios de diagndsticos para

pacientes com DAE.

4.2.4. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo programa R usando o pacote Meta para meta-
andlise (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011; SCHWARZER; MAIR; HATZINGER,
2016). Para verificar a associacdo com DAE por meta-andlise usamos todos 0s
estudos do SNP em uma amostra geral. Esta analise também foi realizada dividindo

a amostra em subgrupos étnicos.

O Odds Ratio (OR) com 95% de intervalo de confianca (IC) dos polimorfismos
rs9349407 CD2AP e rs670139 MS4A4E foram calculados por comparacédo alélica
seguindo o modelo genético aditivo como segue: rs9349407 CD2AP (C versus G) e
rs670139 MS4A4E (A versus C) (LEWIS; KNIGHT, 2012). Foi considerado que o alelo
C de rs9349407 e o alelo A de rs670139, ambos alelos de menor frequéncia, séo

alelos de risco.

O teste OR foi calculado pelo modelo de efeito fixo e 0 teste Z para determinar a
significancia do OR. Foi considerado significativo o valor de p < 0,05.

Para verificar a heterogeneidade foi feito o teste Q e o teste 12. Foi considerado como
valores significativos de heterogeneidade o valor p do teste Q < 0,05 e/ou 1°> 50%
(HIGGINS et al., 2003; RODRIGUES; ZIEGELMANN, 2010). Se fosse verificado
significancia na heterogeneidade, o OR seria calculado com o modelo de efeito

Random (DerSimonian-Laird), caso contrario, € mantido o modelo de efeito fixo. Para
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avaliar viés de publicacao, foi realizado o funnel plot e os testes Begg's e Egger's
(HIGGINS et al., 2003; RODRIGUES; ZIEGELMANN, 2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O item Resultados e Discussao serdo mostrados na forma de artigo cientifico de
acordo com os critérios estipulados pelo Regimento do Programa de Pos-Graduacéo
em Biotecnologia. O manuscrito intitulado “Risk assessment of CD2AP and MS4A4E
variant’'s on Alzheimer's Disease” foi submetido no dia 09 de janeiro de 2018 ao

periodico Genetics and Molecular Biology.
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Figura 8: Comprovante de submissdo do manuscrito ao periddico Genetics and Molecular Biology.
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Abstract

Genome-wide associations studies (GWAS) reported polymorphisms related with
Late-onset of Alzheimer disease (LOAD), a neurodegenerative disorder. The variants
rs9349407 CD2AP and rs670139 MS4A4E are considered risk associated with LOAD
on GWAS studies. Though, several association studies did not replicate those variants
with impact. Also, there is a gap in information in years between the last meta-analysis
and the new case-control studies that were published studying the association of those
variants with AD. So, we aimed to address this issue by the association study and
meta-analysis of rs9349407 CD2AP and rs670139 MS4A4E with LOAD in samples
from southeastern Brazil. Frequencies from 82 AD patients and 139 healthy elders
were matched for sex and age and were assessed by PCR-RFLP. The meta-analysis
calculated the strength of association with LOAD by additive genetic model. We did
not find association for rs9349407 CD2AP with LOAD neither in case-control study nor
in meta-analysis. Also, no association was found for rs670139 MS4A4E in case-control
study. However, the meta-analysis suggests that the A allele of rs670139 MS4A4E is
risk associated with LOAD. We believe that this work is important to help to validate

the role of genetic variants on the risk of AD.

Keywords: Association study, Brazilian population, Meta-analysis, CD2AP, MS4A4E.
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1. Introduction

Alzheimer disease (AD) is a neurodegenerative disorder and the most common
type of dementia, which affect 47 million elders worldwide (PRINCE et al., 2016).
Pathological changes occur inside peoples brain's AD, as neurofibrillary tangles,
formed inside neurons by tau protein hyperphosphorylation and amyloid plaques
whereas amyloid plaques accumulate outside neurons and are formed by AB42
peptides created via Amyloid Precursor Protein (APP) gene dysregulation
(ASSOCIATION, 2016). Both changes are the main hallmarks of AD and are thought
to lead the amyloid cascade hypothesis (SELKOE; SCHENK, 2003).

Most of the AD cases are late-onset AD (LOAD), has multifactorial pattern and
occurs later of 65 years (YU; TAN; HARDY, 2014). The €4 alelle in Apolipoprotein E
(APOE) gene is considered a worldwide risk factor for LOAD (LAMBERT; AMOUYEL,
2011). Genome-wide associations studies (GWAS) has identified several variants
associated with LOAD as rs9349407 CD2AP and rs670139 MS4A4E, both considered
risk polymorphisms to AD (HOLLINGWORTH et al.,, 2011; NAJ et al.,, 2011a).
Functional studies indicated that both variants are implicated on others pathways that
leads to AD, as endocytosis pathway (rs9349407 CD2AP) (UBELMANN et al., 2017)
and immune pathway (rs670139 MS4A4E)(KARCH; GOATE, 2015).

Since is important to corroborate GWAS variant's in different population and to
investigate their potential association with LOAD, case-control reports on Asians,
Europeans and Americans attempt to replicated those variants. However, not all
reached significance (CARRASQUILLO et al., 2011; MAO et al., 2015; MIYASHITA et
al., 2013; OMOUMI et al., 2014; TAN et al., 2013; WANG et al., 2014). Also, various
case-control articles investigating the association of those variants were published
recently and are crucial to update data concerning LOAD associations with rs9349407
CD2AP and rs670139 MS4AA4E in large studies. Therefore, the main goal of this study
was to investigate a possible association of rs9349407 CD2AP and rs670139 MS4A4E
with late-onset AD by association study in samples from southeastern Brazil and an

update meta-analysis.
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2. Materials and Methods

2.1 Association study:

Subjects

This association study has a total of 221 unrelated individual’s participants.
Healthy elders included 139 individuals matched by sex and age. Patients included 82
individuals diagnosed with probable AD with LOAD according to the criteria of National
Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer
Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA). Also, patients were
diagnosed with a comprehensive diagnostic evaluation for dementia and fulfilled others
criteria such Mini-Mental State Examination (MMSE) with a score of 14-4. The healthy
elders scored >28 on MMSE.

The patrticipants were from Grande Vitdria, a metropolitan region of Espirito
Santo at the southeast of Brazil. The elders were assisted and diagnosed by a
geriatrician at Geriatric Unity of the Hospital Santa Casa de Misericordia de Vitoria
(HSCMV) and Centro de Atendimento ao ldoso (CRAI), Espirito Santo, Brazil. The
participants or their relatives provided a written informed consent before participation
in the study as well as information regarding age, gender, ethnical background
composition and schooling.

The study was accepted by the Committee of Ethics in Human Research of

Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa de Misericérdia de Vitéria, Brazil.

Blood sampling and genotyping

The peripheral blood was collected into a 5-ml tube with 5% of EDTA at Geriatric
Unity of HSCMV and CRAI. After collection, it was stored at 4°C prior analysis. The
genomic DNA was extracted according with previously methodology (MILLER,;
DYKES; POLESKY, 1988).

The rs670139 polymorphism in MS4A4E gene was determined by conventional
polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP).

The primers used were described by Mao et al. (2015) study. PCR products were
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subjected to digestion at 55°C by 16 hours with BSL1 enzyme (Thermo Scientific). The
digestion products were electrophoresed on a 7% polyacrylamide gel stained with
silver nitrate.

The rs9349407 polymorphism in CD2AP gene was determined by PCR-RFLP
using degenerated primers.

The forward primer (5-AATCTATAGTAGTGTATACTAAG-3’) was designed by
dCAPS Finder 2.0. program (NEFF; TURK; KALISHMAN, 2002) with a G nucleotide
degenerated in the end to form the restriction site (GGWCC) for the enzyme AVAII
(Thermo Scientific). The reverse primer (5- TGTAGGCAACTGTAACACAATGG -3))
was not degenerated and it was designed by Primer3v. 0.4.0 program (ROZEN;
SKALETSKY, 2000). After amplification, the PCR products were subjected to digestion
at 37°C by 2 hours with AVAIIl enzyme. Digestion products followed the same protocol
used on rs670139 MS4A4E for electrophoresis.

Sanger sequencing

The three standard genotypes identified in CD2AP (rs9349407) and MS4A4E
(rs670139) were validated by Sanger sequencing performed on the ABI PRISM®
3130XL Genetic Analyzer /HITACHI at Instituto de Quimica da Universidade de Sao

Paulo, Sao Paulo, Brazil.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with SPSS (IBM) software v.23.0 for
Windows. The p <0.05 was considered statistically significant for all statistical analysis.
Chi-square test with odds ratio (OR) and 95% confidence interval (95% CI) was
performed to test the association between AD and CD2AP (rs9349407) and MS4A4E
(rs670139). Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) was calculated with 1 degree of
freedom. Logistic regression was performed to associate AD and polymorphisms in
CD2AP (rs9349407) and MS4A4E (rs670139) with at least one €4 allele. Allele
frequency of the APOE status was inferred in our previously study (2012). The p-value
from logistic regression was adjusted using ethnic background, age, gender and school
level as variables.

Differences in gender, schooling, APOE status and ethnic background
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composition among AD patients and non-dementia individuals were evaluated by Chi-
square test (x?). Concerning education, participants were considered literate or
illiterate. Apropos of APOE status, carries of at least one €4 allele were considered €4
+, whereas those who carried no €4 allele were considered for €4 -. Mann-Whitney test

was performed comparing age among AD patients and healthy individuals.

2.2 Meta-analysis:

Search strategy

We searched for articles at PubMed database that were published up to
December 12, 2017. For articles that investigated rs670139 polymorphism, the key
word used was "rs670139 MS4A4E" and "MS4A4E". For rs9349407, the keyword used
was "rs9349407 CD2AP" and "CD2AP". Also, studies referenced in articles found by
the search were also used to investigate for further relevant articles. Only articles

written in English were selected.

Inclusion and exclusion criteria

The inclusion criteria was: (1) the study had to investigated the association
between CD2AP (rs9349407) and/or MS4A4E (rs670139) with LOAD; (2) patients
sample from study had to fulfill the criteria of NINCDS-ADRDA or the Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders (DSM); (3) the study had to provide genotype
numbers of rs9349407 and/or rs670139 or alleles numbers followed by total number
of sample used in case and controls; when we didn’t obtained the data, an email was
sent to the authors requesting the information; (4) the study had to has genotype
frequencies in HWE in case and controls; (5) the study had to indicate the genotyping
method used. Studies that did not follow all the criteria mentioned and were duplicated

publication were excluded.

Data extraction

Two researchers extracted the following information from the selected articles:
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(1) the last name of first author; (2) the year of publication; (3) the country; (4) the
ethnicity; (4) the total numbers of LOAD patients and controls; (5) the genotype
numbers or alleles of each SNP in AD cases and controls; (6) the genotyping method;

(7) the inclusion criteria for LOAD patients.

Statistical analysis

The statistical analysis was performed by Review Manager v.5.3 software for
Windows and R Package for meta-analysis (Meta). The ORs with 95% IC of rs9349407
CD2AP and rs670139 MS4A4E were calculated by allelic comparison following the
additive genetic model of C versus G and for A versus C, respectively. We assumed
that C allele of rs9349407and T allele ofrs670139, both minor’s alleles frequency, are
high-risk alleles. The OR was calculated by the fixed-effect model (Mantel-Haenszel).
Z-test was used to determine the significance of OR (p value considered was < 0.05).
To investigate heterogeneity, Q test and I? test were performed. A p value of Q test <
0.05 and 1°>50% were considered significant levels of heterogeneity (HIGGINS et al.,
2003). If no significance heterogeneity, fixed effect model is maintained, otherwise, the
OR is calculated with random-effect model (DerSimonian-Laird). To evaluate
publication bias, Begg's funnel plot and Egger's test were applied (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2011; SCHWARZER; MAIR; HATZINGER, 2016).
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3. Results

3.1 Association study:

Information of ethnical background composition, schooling, age, gender and
APOE status are shown in Table 1. As estimated, a significance difference was
observed for APOE frequencies whereas no significance difference for schooling, age,
gender and ethnical background composition. The rs670139 MS4A4E and rs9349407
CD2AP were in Hardy-Weinberg Equilibrium for patients and controls.

The genotype frequencies of rs670139 MS4A4E and rs9349407CD2AP in the
sample are presented in Table 2. No significant difference between healthy controls
and AD patients was observed for rs670139 MS4A4E and rs9349407 CD2AP
genotypes. The logistic regression analysis is demonstrated at Table 2. The genotypes
frequency of both variants did not show significance differences between healthy
controls and AD patients, nor after adjusting for schooling, ethnical background

composition, age, gender and APOE status.

3.2 Meta-analysis:

A flow chart of the search of articles is described in figure S1 of supplementary
data. We found 387 articles in total and excluded 382 articles that were not in
agreement with the inclusion criteria. We selected 5 articles to perform the meta-
analysis. Some articles had more than one case-control study. In total, it was included
8 case-control studies for rs670139 MS4A4E and 10 case-control studies for
rs9349407 CD2AP, including our current study. Data information of the selected
studies is shown in table S1.

The meta-analysis results are presented in table 3. No association with LOAD
was observed for rs9349407 CD2AP (p=0.77) using additive genetic model (C versus
G). For rs670139 MS4A4E, it was observed a significant association with LOAD
(p=0.0004) using A versus C model. We did not identify any significance heterogeneity
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among studies of rs670139 MS4A4E (p=0.15, 1°=35%) and rs9349407 CD2AP
(p=0.32, 1°=13%). The forest plot of rs670139 MS4A4E and rs9349407 CD2AP are
shown in figure S2 and figure S3 respectively. For publication bias analysis, a funnel
plot for rs9349407 CD2AP (figure S4) and rs670139 MS4A4E (figure S5) was
performed. Both variants had a symmetric funnel, indicating no publication bias for
rs9349407 CD2AP (Begg's test p= 0.4208, Eggers's test p=0.4132) and rs670139
MS4A4E (Begg's test p= 0.08326, Eggers's test p=0.1154).
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4. Discussion

GWAS studies published numerous genes associates with LOAD. Among them,
MS4A4E and CD2AP genes have risk variants, rs670139 and rs9349407, respectively,
associated with Alzheimer's disease in GWAS studies (HOLLINGWORTH et al., 2011;
NAJ et al., 2011a). However, those GWAs studies were performed in Caucasians
populations and is not well established if those associations can be generalize for
different populations. In the present study, we evaluated the association of those
variants with LOAD in a case-control study and meta-analysis. We only found
association for rs670139 MS4A4E with AD in meta-analysis.

The CD2-associated protein (CD2AP) gene is located on chromosome 6pl2
and encodes a protein CD2AP that regulates endocytosis (TAO et al.,, 2017),
cytoskeletal structure (LYNCH et al., 2003), adhesion of cells and intracellular
trafficking (PASCALE et al., 2005). Several studies report a role for CD2AP in
Alzheimer's disease. For instance, CD2AP is implicated in the endocytosis pathway
that leads to AD and may affect the endocytosis of APP in neurons (UBELMANN et
al., 2017). Also, this protein was found expressed in AD patient’s brains (SHULMAN et
al., 2013) and may controls the APP degradation in dendrites brain's (TAO et al., 2017).

The C allele in rs9349407 polymorphism in CD2AP gene was considered a risk
factor for LOAD in GWAS studies (HOLLINGWORTH et al., 2011; NAJ et al., 2011a).
In functional study, the rs9349407 CD2AP was correlated with the increase of neuritic
plagues (SHULMAN et al., 2013). However, the replication of this variant was not
validated by all genetic studies. The Asians studies of Xiao et al. (2015) and Jiao et al.
(2015) reported risk association of rs9349407 CD2AP with LOAD in Han Chinese
(n=1,210) and Mainland China population (n=547), respectively. Our study results are
corroborated with others (CARRASQUILLO et al., 2011; OMOUMI et al., 2014; TAN et
al., 2013; WANG et al., 2014) studies that also did not found association of this variant
with LOAD. The Caucasians populations studies of Omoumi et al. (2014) and
Carrasquillo et al. (2011) found no relation concerning rs9349407 CD2AP and LOAD
in a sample formed by two Canadian cohorts (n= 2,864) and in six sets of sample from
United States and Europeans populations (n= 6,835), respectively. Interestingly, the
meta-analysis of Chen et al. (2015) found risk association of rs9349407 CD2AP with

Late-Onset AD in a sample with Asians, Canadians, Americans and Europeans
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populations (n=54,936). It was noted that the only studies used by the authors (2015)
that were associated with LOAD were mainly Caucasian studies used by the GWAS
studies. Differently, our meta-analysis did not found relation, maybe due less sample
gathering since many case-control articles don't release all crucial data to perform the
analysis. Hence, concerning the relation of rs9349407 CD2AP and LOAD, we
observed a positive association in large sample analysis with mixture ethnics
population (CHEN et al., 2015). However, in separated ethnics populations, the
association is not consensual (CARRASQUILLO et al., 2011; JIAO et al.,, 2015;
OMOUMI et al., 2014; TAN et al., 2013; WANG et al., 2014; XIAO et al., 2015). This
may be due different statistical analysis among studies that could lead to different
results or the genetic characteristics of the population itself. For instance, Brazilian
population is a mixture of Iberians Caucasians, Native Americans and West Africans
(LINS etal., 2010; PENA et al., 2011). Since each population varies on allele frequency
of each genetic marker, the variant could have different association across each ethnic
population.

The Membrane-spanning 4-domain subfamily AAE (MS4A4E) gene is located
on chromosome 11g12.2 and is part of the MS4A gene family of cell-surface proteins
(LIANG et al., 2001). The MS4A4E gene is implicated in immune modulation and is
related as being part of the immune pathway to AD (KARCH; GOATE, 2015). Also,
MS4A4E gene's proteins are expressed on microglial cells but its mechanism on AD
is not clear yet (VILLEGAS-LLERENA et al., 2016). The MS4A4E functions are not
fully characterized but could share some proteins functions/proprieties with his gene
family (LIANG et al.,, 2001). The MS4A gene was reported to regulate calcium
homeostasis inside the cell (PAROLINI et al., 2012). Since high levels of intracellular
calcium may facilitates amyloid plaque formation and hyperphophorylation of tau
(LAFERLA, 2002), MS4A gene may be related to neurodegenerative diseases as AD.

The A allele in rs670139 polymorphism in MS4A4E gene was reported for risk
for LOAD in GWAS studies in Caucasians populations (HOLLINGWORTH et al., 2011;
NAJ et al., 2011a). The functional study of Karch et al. (KARCH et al., 2012) assessed
samples of parietal lobes from autopsied AD brains and found that A allele in rs670139
MS4A4E is associated with Clinical dementia rating (CDR), increased Braak tangle
score and Braak plaque score in AD patients. This correlates a possible relation of
rs670139 MS4A4E and LOAD. In genetic studies, so far, only four case-control studies
investigated this loci variant, all in Asian population. Tan et al. (2013) and Wang et al.
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(2014) reported that A allele in rs670139 MS4A4E is associated with LOAD in a sample
of 1224 individuals of Northern Han Chinese and 1509 individuals in a combined
sample of East Han Chinese and Southwest Han Chinese population and East
population alone, respectively. However, in both studies, results did not remain
significant after Bonferroni correction. Our case-control study did not found association
of this variant with AD as the study of Mao et al. (2015) in an East Asian population
and Miyashita et al. (2013), in a Japanese population. In the investigation of meta-
analysis of Mao et al. (2015), it was not found association for rs670139 with LOAD in
a population formed by three Asians studies (n=3,214). Our meta-analysis observed
that A allele of rs670139 MS4AA4E is risk for LOAD in a larger sample formed by eight
studies (n=13,001) being Asians and Caucasians studies, including our case-control
study. The study of Ji et al. (2015) also found association for LOAD in a sample formed
by Asians and Caucasians. We believe that perhaps the effect of rs670139 MS4A4E
in LOAD is small and it is necessary a greater sample to detect his overall influence.
Besides, more case-control studies in different populations are important to better
elucidate this variant relation with LOAD.

In conclusion, our case-control study did not found association of rs670139
MS4A4E and rs9349407 CD2AP with LOAD. Though, our meta-analysis suggests risk
for rs670139 MS4A4E with late-onset AD. We believe our study is important to help
elucidate the molecular role of variants on AD pathway. Also, the replication of GWAS

variant's in different population is crucial to validate a risk marker discovery.
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5. Conclusion

Our data of case-control study demonstrate that rs670139 MS4A4E and
rs9349407 CD2AP are not associated with LOAD in a southeastern Brazilian
population. The meta-analysis of rs670139 MS4A4E suggests risk for LOAD.

Appendix A. Supplementary data

The supplementary data related with this article as Table S1, Figure S1, Figure S2,
Figure S3, Figure S4 and Figure S5, can be found in the online version.
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Table 1. Characteristics of sample.
AD Patients Controls

Variable 82 (100%) 139 (1009%) p-value
Gender
Man 28 (34.1%) 36 (25.9%) 0.1922
Woman 54 (65.9%) 103(74.1%)
Schooling
Literate 44 (53.7%) 89 (64.0%)
Iliterate 29 (35.4%) 43 (30.9%) 0.1542
No identification 9 (11.0%) 7 (5.0%)
Ethnic background
Caucasians 47 (57.3%) 82 (59.0%)
Afro-Brazilians 30 (36.6%) 55 (39.6%) 0.1592
No identification 5 (6.1%) 2 (1.4%)
APOE status
&4 + 47 (57.3%) 43 (30.9%) 0.0002
€4 - 35 (42.7%) 96 (69.1%)
Age (mean and SD) 81+7 80+8 0.186°

AD Patients = Alzheimer’s disease patients; €4 += &4 carriers; €4 -= &4 non-carriers; SD= standard deviation; ® = AD patient versus control
group by x? test; °= p-value of AD patient versus control group by Mann-Whitney test; p-value < 0.05 considered significant.

Table 2. Genotypes frequencies and logistic regression analyses of rs670139 MS4A4E and rs9349407 CD2AP.

AD patients  Controls pvalue? OR (95%CI)P valouec OR (95%CI)®  p valued
MS4A4E
CC 38 (46.3%) 56 (40.3%) 1 (reference) - 1 (reference) -
CA 33(40.2%) 63 (45.3%) 0.675  0.77 (0.42 - 1.39) 0.389 0.69 (0.36 —1.31) 0.261
AA  11(13.4%) 20 (14.4%) 0.81 (0.34 - 1.88) 0.625 0.72 (0.29 - 1.80) 0.489
Total 82 (100%) 139 (100%)
CD2AP
GG 27 (45.0%) 47 (46.5%) 1 (reference) - 1 (reference) -
GC 30(50.0%) 46 (45.5%) 0.723  1.13(0.58 —2.19) 0.706 1.20 (0.58 — 2.49) 0.610
CC 03(05.0%) 08 (07,9%) 0.65 (0.16 — 2.67) 0.553 0.69 (0.15 —3.06) 0.629

Total 60 (100%) 101 (100%)

The numbers with percentages on parenthesis show the proportions of genotypes in AD patient and healthy control; AD Patients =
Alzheimer’s disease patients; p value considerer <0.05;*=AD patient versus control group by x2 test; OR = Odds ratio; Cl = Confidence inter-
val;®= Logistic regression; ¢ = Crude p value; ¢ = p value adjusted by the variables age, gender, educational attainment, ethnical background
and APOE &4 status.
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Study MAF Meta-analysis
Pzﬁiznt Control  OR (95%CI)? OR (959%C1)® valouec XI—;eterogsneitydlz

rs670139 MS4A4E (all studies) 1.10 (1.04-1.15) 0.000 1071 0.15 35%
Current study 0.33 0.37 0.86 (0.57-1.29)

Harold et al. (2009) Ireland 043 0.40 1.12 (1.04-1.20)

Harold et al. (2009) Germany 0.41 0.40 1.05(0.90-1.22)

Harold et al. (2009) USA 0.43 0.39 1.21 (1.04-1.40)

Mao et al. (2015) 0.43 0.46 0.86 (0.61-1.22)

Tan et al. (2013) 0.46 0.41 1.20 (1.02-1.40)

Wang et al. (2014) East China 0.39 0.41 0.90 (0.74-1.09)

Wang et at. (2014) Southwest 0.43 0.42 1.06 (0.86-1.32)

gglsn:9407 CD2AP (all studies) 1.01(0.94-1.09) 077 1145 032 13%
Carrasquillo et al. (2011) Aruk 0.27 0.28 0.94 (0.80-1.11)

Carrasquillo et al. (2011)Autopsy 0.25 0.29 0.86 (0.60-1.23)

Jcairggﬂt’/'l“g etal. (2011) 0.28 026  1.12(0.94-1.23)

Carrasquillo et al. (2011) Norway 0.25 0.27 0.88 (0.70-1.10)

Carrasquillo et al. (2011) Poland 0.29 0.25 1.21 (0.92-1.59)

Carrasquillo et al. (2011) 0.25 0.27 0.91 (0.75-1.11)

Rochester

Current Study 0.30 0.30 0.97(0.59-1.58)

Tan et al. (2013) 0.11 0.11 1.02 (0.80-1.31)

Wang et al. (2014) East China 0.13 0.10 1.27 (0.95-1.71)

Wang et al. (2014)Southwest 0.14 0.12 1.24 (0.90-1.70)

China

AD Patients = Alzheimer’s disease patients; MAF = minor allele frequency; OR = Odds ratio; Cl = Confidence interval; =
OR and 95% IC were calculated by additive genetic model, C versus G for rs670139 and T versus G for rs9349407;° =
calculated by fixed-effect model; ¢= p value of Z-test; = Heterogeneity was calculated with Q test (x? test), p value (< 0.05 is
considered significant) of Q test and 12 (>50% is considered significant).
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Total Sample
Study Country Ethnic AD diagnosis ?ﬁ;ﬂggf AD Controls
Patients

rs670139

Current study Brazil Caucasian  NINCDS-ADRDA PCR-RFLP 82 139
Harold et al. (2009) Ireland Ireland Caucasian  NINCDS-ADRDA Microarray 2226 4706
Harold et al. (2009) Germany Germany  Caucasian  NINCDS-ADRDA Microarray 555 824
Harold et al. (2009) USA USA Caucasian  NINCDS-ADRDA Microarray 551 930
Mao et al. (2015) China Asian NINCDS-ADRDA PCR-RFLP 126 129
Tan et al. (2013) China Asian NINCDS-ADRDA Tagman 612 612
Wang et al. (2014) East China China Asian NINCDS-ADRDA  Multiplex PCR 415 426
Wang et al.(2014) Southwest China China Asian NINCDS-ADRDA  Multiplex PCR 333 334
rs9349407

Carrasquillo et al. (2011) Aruk Europa  European  NINCDS-ADRDA Tagman 639 733
Carrasquillo etal. (2011) Autopsy USA American  NINCDS-ADRDA Tagman 285 100
Carrasquillo et al. (2011) Jacksonville USA American  NINCDS-ADRDA Tagman 492 922
Carrasquillo et al. (2011) Norway Europa  European  NINCDS-ADRDA Tagman 324 519
Carrasquillo et al. (2011) Poland Europa  European  NINCDS-ADRDA Tagman 468 181
Carrasquillo et al. (2011) Rochester USA American  NINCDS-ADRDA Tagman 313 1600
Current Study Brazil Caucasian ~ NINCDS-ADRDA PCR-RFLP 60 101
Tan et al. (2013) China Asian NINCDS-ADRDA Tagman 612 612
Wang et al. (2014) East China China Asian NINCDS-ADRDA Multiplex PCR 415 426
Wang et al. (2014) Southwest China China Asian NINCDS-ADRDA  Multiplex PCR 333 334

AD diagnosis= Alzheimer's disease diagnosis; AD Patients= Alzheimer's disease patients; PCR-RFLP=Polymerase chain

reaction-restriction fragment

length polymorphism; NINCDS-ADRDA=

National

Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer Disease and Related Disorders Association

Institute of Neurological

and
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Articles identified by Pubmed
database (n=387)

L

Articles potentially
eligible (n=360)

v

Articles duplicated removed (n=27)

W
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo teve como objetivo avaliar a associacdo entre os polimorfismos
rs9349407 CD2AP e rs670139 MS4A4E com a doenca de Alzheimer na populacao da
Grande Vitéria, Es e verificar a possivel associacdo dos polimorfismos quando
utilizado amostras de diferentes tipos de populacdes de outros estudos casos-controle
em um estudo de meta-analise. Os resultados obtidos permitiram as seguintes

conclusdes:

As frequéncias genotipicas dos polimorfismos rs9349407 CD2AP e rs670139
MS4A4E ndo mostraram diferencas significativas entre os grupos pacientes com DA
e controles pareados, sugerindo que esses polimorfismos ndo estdo associados com
risco para a DA na populagdo da Grande Vitoria, ES. Contudo, entre as limitactes
deste estudo, destaca-se o poder estatistico relativamente baixo dos testes realizados
devido ao numero amostral pequeno, se comparado com outros estudos de

associacao.

A meta-analise encontrou associacdo estatisticamente significativa da variante
rs670139 MS4A4E com DAE, indicando que essa variante esta relacionada com o
risco no desenvolvimento da doenca. A meta-analise ndo encontrou associacao
significativa da variante rs9349407 CD2AP com DAE. Estudos futuros sé&o
necessarios para esclarecer a real associacao desta variante e o risco com DAE.

Os dados deste trabalho podem auxiliar, futuramente, no desenvolvimento de um

painel de biomarcadores de diagndstico complementar para a Doenca de Alzheimer.
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