UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
ANAITI ANTUNES DOS SANTOS

ESTUDO DE ASSOCIACAO ENTRE POLIMORFISMOS DO GENE MME, A
DOENCA DE ALZHEIMER E A ATIVIDADE DA BUTIRILCOLINESTERASE

CURITIBA
2015



ANAITI ANTUNES DOS SANTOS

ESTUDO DE ASSOCIACAO ENTRE POLIMORFISMOS DO GENE MME, A
DOENCA DE ALZHEIMER E A ATIVIDADE DA BUTIRILCOLINESTERASE

CURITIBA
2015

Trabalho entregue como requisito parcial a
obtencdo do grau de bacharel em
Biomedicina pela Universidade Federal do
Parana.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Lehtonen
Rodrigues de Souza



RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) € uma doenca neurodegenerativa que afeta
predominantemente individuos com mais de 65 anos de idade, apesar de existirem
formas de inicio precoce. Fisiopatologicamente, a DA € caracterizada por acumulo
do peptideo B-amiléide entre os neurdnios e emaranhados intraneuronais da
proteina tau associada aos microtubulos. Como consequéncia, ocorre morte de
neurbnios de vias colinérgicas relacionadas as fungbes cognitivas, causando
declinio progressivo. A DA tem causas multifatoriais, assim, fatores de risco
genéticos interagem com fatores de risco ambientais podendo levar ao
desenvolvimento da doenca, cuja principal manifestacdo é o comprometimento da
memoéria. Quanto aos fatores de risco genéticos, alguns alelos ja estao
estabelecidos, porém as causas genéticas da doenca ndo estdo completamente
elucidadas. O presente estudo verificou associagdo entre polimorfismos do gene
MME, cujo produto, a neprilisina, tem fungdo reconhecida na degradacdo do
peptideo AB no cérebro, e a doenca de Alzheimer. Também foi investigada relacéo
entre as variantes do MME e a atividade da enzima butirilcolinesterase (BChE),
envolvida na hidrélise da acetilcolina. DNA genbmico extraido do sangue de
individuos com diagnostico de doenca de Alzheimer, de idosos cognitivamente
saudaveis e de controle populacional foi genotipado para os SNPs rs13086740
(A/G), rs2016846 (T/G) e rs9849573 (A/G) do gene MME por meio de TagMan em
aparelho de PCR em tempo real. As frequéncias alélicas e genotipicas foram
comparadas entre os grupos por meio do teste do qui-quadrado e foi verificada
relagdo dos polimorfismos com os niveis de atividade da BChE através dos testes t e
de Mann-Whitney. A comparacdo das frequéncias genotipicas para o rs2016846
entre casos e controle populacional foi significativa (X2 = 4,53; p = 0,033) com
diminuicdo na frequéncia do gendtipo GG entre os casos, 0 que indica efeito
protetivo do alelo G em homozigose contra a DA. E observada uma tendéncia a
significAncia nas diferencas dos niveis de atividade da BChE entre gendtipos do
MME nos controles idosos e no controle populacional. A influéncia dos genétipos do
MME na atividade da BChE talvez ocorra devido a proximidade entre os genes MME
e BCHE no cromossomo 3 e envolvimento de mecanismos de regulacdo da
expressao génica relacionados entre eles, além de eventual interacdo funcional
entre as proteinas neprilisina e BChE desconhecida até o momento.

Palavras-chave: Doenga de Alzheimer, estudo de associagdo, MME,
butirilcolinesterase.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) € uma deméncia insidiosa e progressiva que
ocorre majoritariamente a partir dos 65 anos de idade. E caracterizada por declinio
cognitivo global e acimulo de depdsitos da proteina B-amildide (AB) e emaranhados
neurofibrilares no cérebro (BRAAK & BRAAK, 1991). O acumulo destas estruturas
proteicas em determinadas regides cerebrais causa morte neuronal principalmente
de neurbnios colinérgicos, relacionados as fun¢des cognitivas (COYLE et al., 1983;
PERRY et al., 1999).

A DA é multifatorial, sendo que suas causas nao estdo completamente
elucidadas até o momento. Fatores ambientais e genéticos estdo relacionados ao

desenvolvimento da doenga.

Na forma geneticamente complexa ou esporadica do Alzheimer o alelo €4 do
gene APOE é um fator de risco estabelecido (FARRER et al., 1997). Além deste,
através do avanco nas técnicas de identificacdo, variantes de outros genes tém sido
associadas a deméncia, em especial genes de proteinas do sistema imunoldgico, do
metabolismo de lipideos e genes envolvidos no funcionamento sinaptico (revisado
em BETTENS et al., 2013).

As formas mendelianas de inicio precoce da doenca, que se manifestam
antes dos 65 anos de idade, sdo associadas as mutacgdes localizadas principalmente
em trés genes: APP, PSEN1 e PSEN2 (LEVY et al.,, 1990; GOATE et al., 1991,
LEVY-LAHAD et al., 1995; ROGAEV et al., 1995; SHERRINGTON et al., 1995).

O estudo e a elucidacéo dos fatores de risco genéticos para a DA trazem a
possibilidade da aplicacdo dos conhecimentos no desenvolvimento de terapias e uso
de marcadores genéticos para diagnaostico.

O gene MME localiza-se na posicao 3g25.1-g25.2 e codifica a proteina
neprilisina, uma metaloendopeptidase de membrana do tipo Il expressa em diversos
tecidos, em especial nos rins e cérebro (ERDOS & SKIDGEL, 1988). A funcéao da
enzima relaciona-se & modulagdo dos niveis de diferentes peptideos sinalizadores
no organismo, entre eles substancia P, encefalinas e peptideo atrial natriurético

(TURNER at al., 2001). Sabe-se que esta endopeptidase também degrada grande
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quantidade do peptideo B-amildide em regides cerebrais vulneraveis a formacéo das
placas senis (BARNES et al, 1995; HOWELL et al, 1995; IWATA et al, 2000), que

caracterizam a doenca de Alzheimer.

Estudos genéticos associaram polimorfismos no gene MME com a doenca
de Alzheimer em algumas popula¢ées (CLARIMON et al., 2003; HELISALMI et al.,
2004; SAKAI et al., 2004; MINERS et al., 2012).

A enzima butirilcolinesterase (BChE) hidrolisa ésteres de colina, incluindo a
acetilcolina, neurotransmissor em déficit nos pacientes com DA devido a morte de
neurdnios colinérgicos resultante dos processos fisiopatolégicos da doenca (COYLE
et al., 1983). A acetilcolina € um neurotransmissor mediador de importantes funcdes
cognitivas, entre elas, comportamento, atencdo e memdria, as quais estdo em
declinio na DA (COYLE et al., 1983; PERRY et al., 1999).

Maior atividade da BChE é vista no cérebro de pacientes com DA (PERRY et
al., 1978; CIRO et al., 2012), enquanto que menor atividade da enzima é identificada
no plasma de pacientes com DA em comparacdo com idosos cognitivamente
saudaveis (BONO, 2014). Estas alteracbes na atividade enzimética s&o
consequéncia da presenca da doenca de Alzheimer, que, ao longo da progresséao,
leva a mudancas nas concentracdes da acetilcolinesterase (AChE) e de acetilcolina
(BONO, 2014).

Além do papel na hidrolise da acetilcolina, a BChE tem fun¢gfes nao
enzimaticas relacionadas a DA. A enzima é encontrada junto as placas senis e
emaranhados neurofibrilares, indicando uma participacdo da proteina em vias
relacionadas a estas estruturas (GOMEZ-RAMOS & MORAN, 1997; DIAMANT et al.,
2006; PODOLY et al., 2009).

Tendo em vista o papel da neprilisina na degradacao do peptideo B-amiloide
no cérebro, o presente trabalho investigou associacao entre variantes do gene MME
e a doenga de Alzheimer. Também foi verificada influéncia destes polimorfismos na
atividade da butirilcolinesterase, uma vez que estudo anterior do nosso laboratorio
demonstrou relacdo entre genodtipos do MME e a atividade da BChE plasmatica
(SIMAO-SILVA, 2014). Os genes MME e BCHE est&o proximos no braco longo do
cromossomo 3 (MME: 3¢25.1-g25.2 e BCHE: 3¢26.1-26.2) e ambos sao



associados a DA (CLARIMON et al., 2003; PODOLY et al., 2008; LANE et al., 2009
MINERS et al., 2012).

2. OBJETIVO GERAL

Verificar a existéncia de associacdo entre os polimorfismos rs13086740,
rs2016846 e rs9849573 do gene MME e a doenca de Alzheimer, assim como suas

possiveis influéncias na atividade da enzima butirilcolinesterase plasmatica.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Genotipar os SNPs do MME em amostras de DNA gendmico de individuos
diagnosticados com DA, idosos cognitivamente saudaveis, bem como em
amostra representativa da populacdo geral de Curitiba (controle
populacional), com auxilio de sondas TagMan®.

e Medir os niveis de atividade da enzima butirilcolinesterase plasmética através
de ensaio de atividade enzimatica baseado em espectrofotometria lida no

aparelho Tecan®.

e Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas entre os grupos a fim de
verificar a existéncia de associacdo dos polimorfismos com a doenca de

Alzheimer.

e Avaliar se existe influéncia dos alelos ou genétipos do gene MME nos valores

da atividade total da butirilcolinesterase plasmatica.



3. JUSTIFICATIVA

Dada a importancia da neprilisina no catabolismo do peptideo B-amiloide no
cérebro (BARNES et al, 1995; HOWELL et al, 1995; IWATA et al, 2000) e o
conhecimento de que alteragbes na proteina e variagbes no gene MME estdo
associados ao acumulo de AB e a DA (IWATA et al., 2001; YASOGIMA et al., 2001,
SAKAI et al., 2004; MINERS et al., 2012), o presente trabalho investigou associacéo

entre variantes do gene MME e a doenca de Alzheimer.

Os polimorfismos aqui estudados, rs13086740 (A>G), rs2016846 (T>G) e
rs9849573 (A>G), localizam-se em introns dentro de trés dos quatro blocos
haplotipicos distintos do gene MME. Portanto, estes SNPs cobrem boa parte do
gene, estando em desequilibrio de ligacdo com variantes exonicas e talvez

influenciando a regulacao da expresséo do MME.

O estudo também verificou uma possivel influéncia destes polimorfismos na
atividade da butirilcolinesterase, uma vez que estudo anterior do nosso laboratorio
encontrou relacdo entre gendétipos do MME e a atividade da BChE plasmatica,
considerando a proximidade entre os genes MME e BCHE no braco longo do
cromossomo 3 (SIMAO-SILVA, 2014). Sabe-se que a atividade da BChE é alterada
na DA e o papel de variantes do gene BCHE associadas a estas mudancas no
desenvolvimento da DA é divergente entre estudos. Logo, estas alteracdes poderiam

ser reflexo do envolvimento de genes vizinhos na DA, entre eles o MME.

A associagdo citada anteriormente entre SNPs do MME e a atividade da
BChE plasmaética foi observada em idosos. Com o0 objetivo de caracterizar melhor
esta relacdo, o presente estudo incluiu uma amostra representativa da populacéo

geral.



4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 DOENCA DE ALZHEIMER

Deméncia é diagnosticada quando ha comprometimento em dois ou mais
dominios cognitivos (memdria, funcBes executivas, habilidades visuais-espaciais,
linguagem e personalidade ou comportamento) independente de memoria. Nao
existe mais a obrigatoriedade do comprometimento da memoaria exigido pelo DSM
IV, DSM-IIIR e CID-10 (FROTA et al., 2011).

A doenca de Alzheimer (DA) é a deméncia mais prevalente entre idosos.
Clinicamente, ela pode ser dividida em DA de inicio precoce (afeta individuos com
menos de 65 anos de idade) e DA de inicio tardio (afeta individuos acima dos 65
anos de idade). Ambas sdo caracterizadas pela presenca de placas do peptideo -
amiléide e emaranhados intraneuronais da proteina associada aos microtubulos tau
(MAPT) hiperfosforilada (BRAAK & BRAAK, 1991). Como consequéncia do acumulo
destes agregados proteicos, ocorre morte de neurdnios colinérgicos em regides do
cérebro, entre elas o hipocampo, envolvidas em processos cognitivos, como a
memoria (COYLE et al.,1983).

Em relacdo ao curso clinico da doenca, a DA tem inicio insidioso e de
deterioracdo progressiva. O prejuizo de memoadria € o evento clinico de maior
magnitude e o primeiro a ser observado. O quadro evolui gradualmente com prejuizo
em outras fun¢des cognitivas (GALLUCCI et al., 2005). O diagndstico se baseia na
histéria clinica, em exames laboratoriais e de imagem, no exame neurolégico e na
avaliacao neuropsicologica (CARAMELLI & BARBOSA, 2002).

Quanto as causas, a doenca de Alzheimer € uma deméncia multifatorial e
geneticamente complexa, na grande maioria dos casos. O estudo da DA de inicio
precoce em familias cuja doenca € herdada de forma mendeliana auxiliou na
compreensao nao somente do Alzheimer monogénico, mas também dos
mecanismos patofisioldgicos gerais caracteristicos da doenca, que sédo basicamente
0s mesmos nas duas formas (BRAAK & BRAAK, 1991; DE STROOPER et al., 1998;
SLEEGERS et al., 2006).



Os casos de inicio precoce representam 5% do total de casos da DA
(revisado em ROCCHI et al., 2003) e sdo associados as mutacbes em trés genes
principais: APP, PSEN1 e PSEN (LEVY et al., 1990; GOATE et al., 1991; LEVY-
LAHAD et al.,, 1995; ROGAEV et al., 1995; SHERRINGTON et al., 1995). As
mutacBes encontradas no gene APP alteram o padrdo de producéo do peptideo [3-
amildide a partir da proteina precursora amiloide (APP), favorecendo a formacéo das
chamadas placas senis entre os neurdnios (SLEEGERS et al., 2006; TOMIYAMA et
al., 2008; DI FEDE et al., 2009). Mutacdes em PSEN1 e PSEN2 também afetam a
producdo do peptideo amiloide, prejudicando a clivagem da proteina precursora
amiloide pela enzima Y-secretase, 0 que leva a aumento do peptideo nas placas
senis (DE STROOPER et al., 1998; BENTAHIR et al., 2006; KUMAR-SINGH et al.,
2006). A descoberta destes trés genes causais sugeriu o papel central do peptideo

B-amiloide na patogénese da Doenca de Alzheimer.

A DA de inicio tardio € geneticamente complexa, resultando da interacdo
entre multiplos fatores de risco genéticos e ambientais. O primeiro gene fortemente
associado a DA de inicio tardio foi o gene APOE, que codifica a apolipoproteina E
(FARRER et al., 1997). Individuos que possuem um alelo ¢4 do gene APOE tem
risco trés vezes maior de desenvolver a DA, e aqueles com dois alelos €4 tem risco
quinze vezes maior de manifestar a doenca em comparacdo com individuos que
possuem o gendtipo mais frequente APOE €3 €3 (FARRER et al.,, 1997). Estudo
mostrou que a ApoE é um dos componentes das placas amiloides cerebrais e que
ela promove a fibrilogénese do peptideo B-amildéide (CORDER et al., 1998).

Com o0 avanc¢o nas técnicas de sequenciamento, desde 2009 pelo menos
nove novos loci de risco foram descobertos. Os genes identificados tém papel em
vias de processamento de lipideos (APOE, CLU, ABCA7), no sistema imune (CLU,
CR1, ABCA7, CD33, EPHA1), em vias de transmissao sinaptica (PICALM, BIN1,
CD33, CD2AP), além de envolvimento com o metabolismo do peptideo B-amildide
(CLU, PICALM, BIN1, CD2AP) e tau (BIN1) (revisado em BETTENS et al., 2013).



4.2 GENE MME

O gene MME situa-se na posicdo 3025.1-g25.2 e codifica a proteina
neprilisina, uma metaloendopeptidase de membrana do tipo Il expressa em diversos
tecidos (revisado em CARSON & TURNER, 2002). O MME tem 80Kb e € composto
por 24 exons. Os exons 1 e 2 fazem parte da sequencia 5’UTR, o exon 3 codifica o
cédon de inicio da traducdo e os dominios citoplasméatico e transmembrana
(D’ADAMIO et al., 1989). Vinte exons curtos (4-23) codificam a porcéo extracelular
da enzima e o éxon 24 codifica os aminoacidos da porcdo C-terminal e contém a
regido 3'UTR (D’ADAMIO et al., 1989). A sequéncia pentapeptidica His-Glu-lle-Thr-
His, associada a metaloendopeptidases que ligam zinco, e o sitio catalitico sédo
codificados pelo exon 19 (D’ADAMIO et al., 1989).

A regulacgéo transcricional do MME ocorre de maneira tecido especifica. O
gene possui dois promotores alternativos e quatro diferentes transcritos de mRNA
sdo gerados com variagdes na sequencia a 5UTR, uma vez que ocorre splicing
alternativo entre os exons 1 e 3 (D’ADAMIO et al., 1989; LI et al., 1995; ISHIMARU &
SHIPP, 1995). O transcrito do tipo 1, contendo uma repeticdo dinucleotidica
polimorfica no promotor, é predominantemente expresso nos neurénios (IWATA et
al., 2005).

enhancer promoter exon1 exon2 exon 3 exon 4 exon19 ‘exon20 exon23 exon 24
Gene — """ BB BB BB

Typei(neuron) [— = BB—----—----—--

Transcripts| Type 2a(kidney,etc) — Wr—— B """ TTTTTTTeS

mRNA
Type 2b (kidney, etc) [ - tmmmmmmmmmees

Type 3 (oligodendrocyte) @ [ N —~""------------—--

Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura do gene MME e dos 4 transcritos de mRNA
gerados (Fonte: adaptado de IWATA et al., 2005).



4.3 NEPRILISINA

A enzima neprilisina (NEP), também conhecida como endopeptidase
neutra, € uma metaloendopeptidase de membrana do tipo Il com peso molecular de
110 KDa e 742 aminoacidos (MALFROY et al.,, 1988). A proteina contém a
sequéncia pentapeptidica His-Glu-lle-Thr-His, comum & metaloendopeptidases que
ligam zinco no sitio catalitico (MCKERROW, 1987). Possui um amino-terminal
transmembrana, uma porcao citoplasmatica e o carboxi-terminal contém o sitio

catalitico e localiza-se na porcao extracelular (MALFROY et al., 1988).

Inicialmente identificada em cérebro de roedores, a neprilisina esta presente
em diversos 6rgdos periféricos, especialmente nos rins, onde degrada o peptideo
natriurético atrial, desempenhando papel na regulacdo da pressao sanguinea
(LORENS et al., 1982; GAFFORD et al, 1983). Em humanos, além dos rins, a
enzima também é expressa no cérebro, pulmao, adipdcitos, testiculos, fibroblastos,
células endoteliais, miécitos cardiacos, células musculares lisas e neutréfilos (GRAF
et al., 1995; TURNER et al., 1997).

No sistema nervoso central, a metaloendopeptidase esta presente
principalmente na membrana de neurdnios, localizada ao longo dos ax6nios e nas
sinapses (FUKAMI et al., 2002). A enzima cliva neuropeptideos como encefalinas,
substancia P, taquininas e bradicinina, modulando seus niveis na fenda sinaptica
(GRIMM et al, 2013).

A neprilisina também estéd envolvida no catabolismo do peptideo B-amiléide
no cérebro, sendo demonstrado que a enzima degrada AR in vitro e in vivo
(HOWELL et al., 1995; IWATA et al., 2000). O acumulo do peptideo AB, derivado por
clivagem da proteina precursora amiloide, leva a formacédo das placas senis em
areas do cérebro como o hipocampo, caracterizando fisiopatologicamente a doenca

de Alzheimer.



Figura 2: Estrutura cristalografica da neprilisina complexada ao inibidor phosphoramidon (Fonte:
OEFNER et al. 2000)

4.4 NEPRILISINA E DOENCA DE ALZHEIMER

Através do conhecimento de que a neprilisina desempenha papel na
degradacdo de AB (Figura 3) em regides cerebrais vulneraveis a formacéo de placas
senis (BARNES et al.,, 1995), diversos estudos levantaram a hipétese de que
alteracdes na expressao ou atividade da proteina podem causar acumulo excessivo
do peptideo [B-amiléide e levar, possivelmente, ao aumento no risco de
desenvolvimento da DA (IWATA et al., 2001; YASOGIMA et al., 2001; IWATA et al.,
2002; WANG et al., 2010).

Estudo de IWATA et al. (2001) demonstrou que a deficiéncia na neprilisina
em camundongos resulta em alteragdo na degradagdo tanto de AR administrado
exogenamente quanto de AB endbégeno, aumentando os niveis do peptideo no
cérebro dos animais. Os mesmos autores demonstraram que o envelhecimento
normal, em ratos, leva a reducéo da neprilisina em diferentes areas do ceérebro,
sendo que no hipocampo héa reducéo de 20% nos niveis da proteina nos animais

com 132 semanas de idade em comparacdo com aqueles com 10 semanas. Diante
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dos resultados, os autores sugerem que a deposicado de A pode ser consequéncia
do envelhecimento normal também em humanos, visto que ocorre diminui¢do nos
niveis de NEP com a idade (IWATA et al., 2002; RUSSO et al., 2005; MINERS et al.,
20009).

Niveis do peptideo B-amildide e sua relacdo com a neprilisina também foram
estudados em tecido cerebral humano. YASOJIMA et al. (2001) observaram
diminuicdo significativa nos niveis do mMRNA da neprilisina em regides cerebrais
vulneraveis a formacgéo de placas senis em individuos com DA quando comparados
com grupo controle. Trabalho de Wang e colaboradores (2010) apontou que 0s
niveis do mRNA de NEP, da proteina e sua atividade estdo diminuidos em idosos
com DA em comparacdo com controles cognitivamente saudaveis. Os achados
evidenciam o papel chave da enzima na degradacdo de AB e a sugerem como

potencial alvo terapéutico para a doenca de Alzheimer (WANG et al., 2010).

AB..

DATETF RTH SGTYEVTH HQKTLTV FTFAE DVGSN Kﬁ’p}l ITGTLTMVGTGVVIA

Neprilysin cleavage sites

Figura 3: As setas na figura acima indicam os sitios de clivagem da neprilisina no
peptideo AR42 (Fonte: adaptado de GRIMM et al., 2013).

4.5 POLIMORFISMOS NO GENE MME E DOENCA DE ALZHEIMER

Devido ao papel da neprilisina no catabolismo do peptideo B-amiléide e as
alteracbes observadas em sua expressdo e atividade na DA, alguns estudos
investigaram associacdo entre polimorfismos no gene MME e a doenca de
Alzheimer (CLARIMON et al., 2003; HELISALMI et al., 2004; SAKAI et al., 2004;
BLOMQVIST et al., 2010; MINERS et al., 2012).
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CLARIMON et al. (2003) estudaram um polimorfismo na regido 3'UTR do
gene MME (NEP*150 C/T) e encontraram frequéncia significativamente maior do
genadtipo CC em pacientes com diagnostico de DA e com 75 anos ou menos quando
comparados com controles da mesma faixa etaria. Em estudo com 390 pacientes
diagnosticados com DA e 498 controles cognitivamente saudaveis, HELISALMI et al.
(2004) encontraram diferencas significativas nas frequéncias alélicas e genotipicas
entre os grupos para dois polimorfismos no MME (rs989692 e rs3736187).

MINERS et al. (2012) investigaram possivel relacdo entre sete polimorfismos
no gene MME e a DA, niveis de NEP, sua atividade e niveis de AB em tecido
cerebral humano pds-morte. Com excecao do rs56797911, ndo foram encontradas
diferencas significativas nas frequéncias alélicas e genotipicas entre casos e
controles para nenhum dos outros seis polimorfismos. Quatro destes polimorfismos
foram associados as diferencas nos niveis de AB pds-morte e o0 rs9827586 tem
influéncia sobre os niveis e atividade da neprilisina (MINERS et al., 2012).

Quanto aos polimorfismos analisados neste trabalho, investigacbes de
associacOes anteriores entre o rs13086740 e o rs2016846 com a DA foram feitas
pelo nosso grupo, sendo que foi observado efeito protetivo de gendtipo do
rs2016846 contra a DA (SIMAO-SILVA, 2014).

4.6 BUTIRILCOLINESTERASE E A DOENCA DE ALZHEIMER

A butirilcolinesteras (BChE) e é uma enzima amplamente distribuida no
organismo. Pode ser encontrada no plasma, musculo liso, adipdcitos, coracéo,
substéancia branca do ceérebro, entre outros orgaos (WESCOE et al., 1947) e esta
presente sob cinco formas moleculares principais. A BChE tem como fungéo a
hidrolise de ésteres de colina, como a acetilcolina e, preferencialmente, a
butirilcolina (SILVER et al., 1974).

A BChE é uma das enzimas responsaveis pela hidrolise do neurotransmissor
acetilcolina (ACh), porém a acetilcolinesterase (AChE) é responsavel pela
degradacéo preferencial da ACh no cérebro (WRIGHT et al.,1993). A acetilcolina é

11



mediadora de importantes fungbes cognitivas comprometidas na doenca de
Alzheimer e esta em déficit nos doentes devido & morte de neurdnios que a
produzem (revisado em NORDBERG et al., 2013).

Assim como a AChE, a BChE é expressa em &reas cerebrais como o
hipocampo e neocortex temporal, porém em niveis menores (MESULAM et al.,
2002). O aumento da hidrélise da acetilcolina pela BChE pode ser um mecanismo
compensatorio em circunstancias onde ha diminuicdo de AChE, como na doenca de
Alzheimer (LI et al., 2000).

Além do papel na hidrélise da acetilcolina, a BChE pode ter funcdes nao
enzimaticas. A enzima € associada com placas senis e emaranhados neurofibrilares
e pode ter papel no metabolismo destas estruturas (GOMEZ-RAMOS & MORAN,
1997; PODOLY et al., 2009). A BChE associa-se com AB e retarda a formacao das
fibrilas neurotdxicas in vitro (DIAMANT et al., 2006).

Variantes do gene BCHE podem influenciar o papel enzimatico e néo
enzimatico da proteina na DA. Uma das mais estudadas é a variante K (A539T),
resultante do polimorfismo rs1803274, A/G no gene BCHE (BARTELS et al., 2002).
Esta variacdo esta relacionada a reducdo na atividade da enzima (RUBINSTEIN et
al., 1978) e estudos a associam a DA (PODOLY et al., 2008; LANE et al., 2009).

A diminuicdo na atividade da AChE e o aumento ou ndo alteracdo na
atividade da BChE sdo observados no cérebro de pacientes com DA (PERRY et al.,
1978). Acredita-se que a atividade da BChE, nestes casos, aumente como
mecanismo compensatério em resposta a diminuicdo nos niveis da AChE (revisado
em NORDBERG et al., 2013).

Trabalho de BONO (2014) demonstra redugdo na atividade plasmatica da
BChE em pacientes com DA quando comparados a controles idosos. Esta redugao
deve-se principalmente a presenca da doenca, sendo que a atividade plasmética da
enzima diminui com a progressdo da deméncia. Este estudo sugere que a DA

interfere na atividade da BChE no plasma.

Em trabalho anterior do nosso grupo foi verificada associacdo entre
genatipos de polimorfismos no gene MME e niveis de atividade da BChE plasmatica

em idosos (SIMAO-SILVA et al., 2014). O presente estudo incluiu um controle
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populacional com individuos de diferentes faixas etarias com o objetivo de

caracterizar melhor a relacdo entre o gene MME e a atividade da BChE.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 AMOSTRAS

As amostras de DNA inclusas neste estudo foram extraidas do sangue
periférico de 102 individuos idosos diagnosticados com doencga de Alzheimer (média
de idade: 77,8 £ 8,5), 96 idosos cognitivamente normais (média de idade: 71,6 + 7,6)

e de 93 doadores de sangue como controle representativo da populacao geral.

As amostras de casos e controles idosos sdo obtidas com supervisao dos
médicos Dr. Mauro Piovezan e Ricardo Krause Martinez de Souza, provenientes,
respectivamente, do Ambulatério de Disfuncdo Cognitiva do Hospital de Clinicas da
UFPR (HC-UFPR) e do Ambulatério de Desordens da Memoria e do Comportamento
(ADEMEC) do Instituto de Neurologia de Curitiba. Os critérios do NIA-AA (National
Institute on Aging — NIA e Alzheimer’s Association — AA) foram utilizados para
diagnéstico de DA provavel (MCKHANN et al., 2011).

Os idosos dos grupos Alzheimer e controle foram submetidos ao Mini Exame
de Estado Mental (MEEM) para avaliacdo cognitiva. Além do MEEM, os controles
idosos também foram avaliados por meio do Questionario de Atividades Funcionais
PFEFFER.

A amostra representativa da populagdo geral de Curitiba € proveniente do

banco de sangue Hemepar.
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5.2 EXTRACAO DE DNA

A técnica, modificada por Lahiri e Nurnberger Jr. (1991), consiste no
isolamento dos Leucocitos de onde sera extraido o DNA. E coletado cerca de 6 mL
de sangue em frasco contendo EDTA e trata-se 0s constituintes celulares do
mesmo. A porcao leucocitaria € ressuspendida em 10 mL de TKM1 e 125 pL de
IGEPAL em tubo falcon. O tubo é agitado até o desaparecimento dos grumos que
se formam e em seguida centrifugado por 20 minutos. Em seguida, o sobrenadante
€ descartado e completa-se novamente com 10 mL de TKM1l. Repete-se a
centrifugacdo e a ressuspensdo com TKM1 até o precipitado (DNA, proteinas e
lipideos) ficar bem claro. Em seguida, adiciona-se 800 uL de TKM2 e agita-se. A
solucdo homogeneizada é transferida para um tubo eppendorf e adiciona-se 50 pL
de SDS 10% para dissolver o conteudo lipidico que ainda existe no pellet. As
amostras sdo colocadas em banho-maria a 55 °C overnight. Retira-se do banho-
maria e adiciona-se 200 uL de NaCl 5M para a precipitacao de proteinas, centrifuga-
se por 20 minutos e em seguida transfere-se o sobrenadante (contendo o DNA) para
um tubo de ensaio. Adicionam-se dois volumes de etanol absoluto gelado, tampa-se
0 tubo com parafilme e inverte-se delicadamente até precipitar o DNA. O DNA é
transferido para um tubo eppendorf. O tubo € mantido semi-aberto na estufa a 37 °C
para que o alcool evapore. Apoés retirada da estufa, ressuspende-se o DNA em 300
mL de TE e deixa-o em banho-maria a 55°C por dois dias. Depois de retirado do
banho-maria o DNA é armazenado a temperatura de -20°C.

5.3 GENOTIPAGEM POR TagMan

Os SNPs foram genotipados por meio de TagMan em aparelho de PCR em
tempo real. As genotipagens do rs13086740 e do rs2016846 para casos e controles
idosos foram realizadas previamente (SIMAO-SILVA, 2014).

Para genotipagem por TagMan as amostras de DNA extraido séo
quantificadas e diluidas a 20 ng/uL. O mix para reacédo de genotipagem é preparado

em placa onde cada pog¢o contém: 5 pL de TagMan Universal PCR Master Mix, 2,5
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pL de H20 ultra pura, 0,5 pL de sonda TagMan especifica para cada SNP e 2 uL de
DNA (20 ng/uL).

Apés o preparo da reacdo, a genotipagem é feita com o uso de aparelho
para PCR em tempo real. Durante a amplificacdo, a DNA polimerase cliva as sondas
contendo os fluoréforos VIC e FAM que estavam ligados as fitas de DNA. Ao ser
liberado o fluoréforo emite sua fluerecéncia. Quando o sinal de fluorecéncia aumenta
para nivel detectavel, ele é capturado por um detector e apresentado pelo software
como uma curva de amplificacdo. A quantidade de sinal emitido pela sonda
especifica para cada SNP é proporcional a quantidade de produto sendo produzido
pelas amostras (TagMan ® SNP Genotyping Assays User Guide, Life Technologies).

O uso do aparelho para esta genotipagem é realizado em 3 etapas. A
primeira € chamada de pré-leitura, na qual é lida a fluorecéncia basal da placa antes
da amplificacdo. A segunda é a amplificacdo em si, realizada para todos os
segmentos dentro dos seguintes padrdoes de PCR: 1° passo de 2 minutos a 50°C; 2°
passo de 10 minutos a 95°C; 3° passo repetido 50 vezes de 15 segundos a 95°C
intercalados por 1 minuto a 62°C; 4° passo de 2 minutos a 60°C, o chamado “End
Point”. A terceira etapa € a poés-leitura, que consiste na analise dos dados gerados
antes, durante e apés a amplificacdo, resultando no gendétipo de cada individuo

analisado.

5.4 ENSAIO DE ATIVIDADE ENZIMATICA

Os niveis de atividade da enzima butirilcolinesterase plasmatica no controle
populacional foram medidos através de ensaio de atividade enzimatica baseado em
espectrofotometria lida no aparelho Tecan®. A atividade da BChE plasmatica em

casos e controles idosos foi mensurada em estudo anterior (BONO, 2014).

Para o ensaio de atividade enzimatica da BChE, 5uL de amostra de plasma
sanguineo é diluida em 500uL de H20 destilada. A reacdo ocorre em placa de 96
pocos. Primeiramente, a cada poc¢o é adicionado 25uL do plasma diluido e 220uL de
tampéao fosfato com DTNB (167mg de acido 5,5’-bisditio-2-nitrobenzéico em 1000mL
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de tampado fosfato 0,1M pH 7,6) resultando num volume final de 245uL por pogo. Por
ualtimo, logo antes da leitura é adicionado 5uL do substrato propioniltiocolina em cada
poco. A propioniltiocolina é degradada pela BChE dando origem a um produto

colorido. A reacéo é preparada em duplicata para cada amostra.

A leitura da atividade é feita no aparelho Tecan® por meio do programa I-
control. A definicdo do ciclo consiste em: Selecionar a placa (Corning 96 round
transparente); selecionar os pocos que serdo lidos; ajustar a temperatura a 25°C;
definir 4 ciclos cinéticos intervalados por 1 minuto; shaking de 3 segundos e a
mensuracdo da absorbancia deve ser feita a 410nm com multiplas leituras por
amostra (2 x 2). Os pocos devem ser submetidos a leitura pelo aparelho
imediatamente ap0s pipetagem do substrato. Os arquivos com os dados de cada
amostra gerados pelo aparelho sdo salvos e, posteriormente, os valores da

absorbancia sao convertidos na atividade enzimatica de cada amostra.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado nas amostras e a comparacao das
frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos entre os grupos foi realizada

por meio do teste do qui-quadrado no programa Clump.

Apbs teste de normalidade de Shapiro-Wilk para a atividade da BChE nas
amostras, a investigacdo da relacdo entre gendtipos do MME e os niveis de
atividade plasmatica da enzima foi feita através do teste t para casos e controles
idosos. O teste de Mann-Whitney foi feito no controle populacional, onde os niveis

de atividade da BChE nao distribuem-se normalmente.
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6. RESULTADOS

6.1 ASSOCIACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS DO GENE MME E A DA

Na tabela 1 sdo mostrados os resultados da comparacao entre as frequéncias
dos alelos e dos gendtipos para os SNPs do MME entre os grupos Alzheimer (DA),
controle idoso (Cl) e controle populacional (CP). Resultado estatisticamente
significativo é visto na comparacdo das distribuicbes genotipicas para o rs2016846
entre casos e controle populacional (X2 = 4,53; p = 0,033). As frequéncias
genotipicas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg para os trés polimorfismos em

todos grupos.
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Tabela 1: Distribuicdes alélicas e genotipicas dos SNPs do gene MME nas amostras e o
resultado da comparacao das frequéncias entre os grupos por meio do teste do qui-quadrado.
DA: casos, CI: controle idoso, CP: controle populacional. As distribuicdes genotipicas estao
em equilibrio de Hardy-Weinberg em todas as amostras. *resultado significativo (p < 0,05).

Comparagoes das frequéncias alélicas e genotipicas entre as amostras

SNP (MME) | Grupo

Distribuicoes alélicas (N)

DistribuigGes genotipicas (N)

A G AA  AG GG
174 30 75 24 3
DA | (85%) (15%) (74%) (24%)  (3%)
162 30 X= p= | 69 24 3 X2= p=
Cl | (84%) (16%) 0,065 0,799 | (72%) (25%) (3%) 0,068 0,794
174 30 75 24 3
DA | (85%) (15%) (74%) (24%) (3%)
161 25 X= p= | 70 21 2 X2 = p=
CP | (87%) (13%) 0,129 0,719 | (75%) (23%) (2%) 0,130 0,718
162 30 69 24 3
cl | (84%) (16%) (72%) (25%) (3%)
161 25 X= p= | 70 21 2 X2 = p=
rs13086740| CP | (87%) (13%) 0,362 0,547 | (75%) (23%) (2%) 0,280 0,597
T G T TG GG
124 80 36 52 14
DA | (61%) (39%) (35%) (51%) (14%)
107 85  X?= = | 33 a4 2 X2= =
Cl | (56%) (44%) 1,04 0,308 | (34%) (43%) (23%) 2,81 0,094
124 80 36 52 14
DA | (61%) (39%) (35%) (51%) (14%)
99 87  X2= = | 30 39 248 X2= =
CP | (53%) (47%) 2,27 0,132 | (32%) (42%) (26%) 4,53 0,033*
107 85 33 41 22
Cl | (56%) (44%) (34%) (43%) (23%)
99 87  X*= = | 30 39 248 X2= =
rs2016846 | CP | (53%) (47%) 0,24 0,624 | (32%) (42%) (26%) 0,21 0,647
A G AA  AG GG
121 83 37 47 18
DA | (59%) (41%) (36%) (46%) (18%)
112 80  X?=  p= | 32 48 16 X2= p=
Cl | (58%) (42%) 0,039 0,843 | (33%) (50%) (17%) 0,305 0,581
121 83 37 47 18
DA | (59%) (41%) (36%) (46%) (18%)
112 74  X2=  p= | 32 48 13 X2 = p=
CP | (60%) (40%) 0,033 0,856 | (34%) (52%) (14%) 0,596 0,440
112 80 32 48 16
Cl | (58%) (42%) (33%) (50%) (17%)
112 74  X2=  p= | 32 48 13 X2 = p=
rs9849573 | CP | (60%) (40%) 0,139 0,709 | (34%) (52%) (14%) 0,263 0,608
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6.2 RELACOES ENTRE GENOTIPOS DO MME E A ATIVIDADE DA
BUTIRILCOLINESTERASE PLASMATICA

No grupo DA néo é observada relacao entre genétipos do MME e as médias
de atividade enzimatica da BChE (Tabela 2). Entre os controles idosos, tendéncia a
significAncia do rs2016846 com a atividade média da BChE foi verificada na
comparacao dos genotipos GG e TT (p =0,0578) e TG X TT (p = 0,0632) (Tabela 3).
Ainda em CI, a comparacdo AA x AG do rs9849573 resulta em um valor de p de
0,0532. Diferenca estatisticamente significativa € observada na comparacdo das
medianas da atividade da BChE entre portadores dos genoétipos AG e GG para o
rs13086740 no controle populacional (p = 0,0474) (Tabela 4).

Tabela 2: Comparagdo das meédias de atividade da BChE entre os

genatipos dos trés SNPs do MME no grupo Alzheimer.

Grupo Alzheimer (DA)

Atividade da BChE Teste t p
SNP [MME) axh a (médias) | b (médias)
Ab W AG 5,50 5,10 1,22 0,2301
AbD K GG 5,50 5,21 0,49 0,6662
rs13086740 AG X GG 5,10 521 -0,18 0,8712
TGHTT 5,15 5,65 -1,55 0,1241
GGxTT 5,05 5,85 -0,01 0,9915
TG % GG 5,15 5,64 -1,35 0,1927
rs2016846 | TT+GGx TG 5,39 5,15 1,10 0,2733
Al x AG 5,56 5,25 0,95 0,3452
AB K GG 5,56 5,43 0,36 0,7185
rs240573 AGx GG 5,25 5,43 -0,55 0,5828
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Tabela 3: Comparacdo das médias de atividade da BChE entre os

genotipos dos trés SNPs do MME no controle idoso.

Controle Idoso [C1)

Atividade da BChE Teste t p
SNP (MME) axbh a (médias) | b (médias)
AL AG 6,71 6,58 0,37 0,7131
AL X GG 6,71 6,61 0,07 0,9534
rs12086740 AG ¥ GG 6,58 6,61 -0,02 0,9829
TGXTT 6,44 7,13 -1,89 0,0632
GGxTT 6,42 7,13 -1,94 0,0578
TG x GG 6,44 6,42 0,05 0,9604
rs2016846 | TG+GGxTT 6,67 7,13 -1,05 0,1353
BAA X AG 7,05 6,42 1,97 0,0532
AA X GG 7,05 6,66 0,74 0,4687
rs9849573 AGx GG 6,42 6,66 -0,458 0,6371

Tabela 4: Comparacéo das medianas da atividade da BChE entre os gendétipos dos trés
SNPs do MME no controle populacional.

Controle Populacional {CP)

Atividade da BChE Mann-Whitney (W) p
SNP (MME) axh a (mediana) | b (mediana)
AARKAG 4,26 4,45 683 0,6243
AL ¥ GG 4,26 6,26 22 0,1000
rs13086740 | AGx GG 4,45 6,26 3 0,0474*
TGHTT 4,12 4,62 446,5 0,0936
GGxTT 4,81 4,62 371 0,8562
TG ®x GG 4,12 4,81 359 0,1253
rs2016846 | TT+GGEx TG 4,37 4,12 20681 0,2170
AA X AG 4,54 4,22 757 0,8567
AL X GGE 4,54 4,31 213.5 0,8905
rs98490573 AGx GG 4,22 4,31 304 0,8962

* resultado significativo (p<0,05)



7. DISCUSSAO

N&do foram encontrados resultados significativos nas comparacdes das
frequéncias alélicas e genotipicas para os SNPs rs13086740 e rs9849573 entre
casos e controles. As comparacdes entre casos (DA) e controle populacional (CP) e
entre CP e controle idoso (Cl), como esperado, também ndo revelaram associacao
para nenhum dos dois polimorfismos. Portanto, este estudo ndo mostrou associacao
destes SNPs com a DA. Andlise anterior do nosso laboratério também néo
encontrou associacdo do rs13086740 com a DA. Nao existem outros trabalhos
envolvendo estes SNPs e a DA na literatura. As distribuicdes alélicas e genotipicas
para ambos os SNPs em todas as amostras sao semelhantes as encontradas em

populacdes caucasianas (NCBI SNP database).

Para o rs2016846, ndo houve resultado significativo na comparacdo das
frequéncias alélicas entre os grupos. Porém, quando comparadas as distribuicdes
genotipicas entre 0s casos e 0 controle populacional o resultado é significativo (X2 =
4,53; p = 0,033). Observa-se diminuicdo acentuada na frequéncia do alelo G em
homozigose nos casos. No CP a frequéncia do gendtipo GG € de 26%, enquanto
gue em DA é de 14%. No controle idoso a frequéncia de GG é de 23%, proxima a do
CP. O valor de p de 0,094 ndo demonstra diferenca estatistica entre as distribuicdes
genotipicas do rs2016846 entre DA e Cl. Porém, como a comparacgédo entre Cl e CP
resulta em um valor de p de 0,647, os controles sdo muito semelhantes. Isto indica
gue a associag¢do entre casos e controles idosos pode néo ter sido vista apenas

devido ao tamanho amostral.

Sendo assim, os resultados encontrados podem indicar uma relacdo de
protecdo entre a presenca do gendtipo GG e a doenca de Alzheimer, uma vez que a

frequéncia deste gendtipo é significativamente maior em controles do que em casos.

O rs2016846 esta localizado em um intron dentro de um bloco haplotipico
central no gene MME. Outros SNPs deste bloco foram associados a doenga de
Alzheimer (MINERS et al., 2012). Uma hipotese é a de que o alelo G possa estar em
desequilibrio de ligacdo com alguma variante funcional nesta regido do gene, que
em homozigose afeta positiva e significativamente a expressao e/ou atividade da
NEP.
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Em resultados prévios do nosso laboratério ja& havia sido verificada
associacdo da atividade da BChE plasmatica e os genétipos do MME (SIMAO-
SILVA, 2014). Com o objetivo de caracterizar melhor o achado, neste estudo foi
incluida amostra que representa individuos de diferentes faixas etarias da populacao

de Curitiba como controle populacional (CP).

Para o rs13086740, o gendtipo GG foi associado a atividade enzimatica mais
elevada quando comparado com os heterozigotos no controle populacional (p =
0,0474) (medianas da atividade da BChE: GG = 6,26; AG = 4,44; mediana total na
amostra = 4,37). Porém, neste caso, o genétipo GG estd em frequéncia baixa (2%),
correspondendo a poucas amostras (N=2). Isto ocorre em todos 0s grupos
estudados para este SNP. O ideal seria aumentar o nimero amostral para obtencéo
de maior confiabilidade dos resultados no que se refere aos efeitos deste

polimorfismo na atividade da BChE.

Quanto ao rs2016846, nos controles idosos o0 alelo T em homozigose esta
relacionado a uma média de atividade da BChE que tende a ser maior em
comparacao com heterozigotos (p = 0,0632) e com homozigotos para o alelo G (p =
0,0578), (médias de atividade da BChE: TT = 7,13; TG = 6,44; GG = 6,42; média
total da amostra = 6,67). No controle populacional, a comparagcdo TG x TT para este
SNP resulta em um valor de p de 0,0936. Também entre os controles idosos, a
comparacdo das médias da atividade da BChE entre os genotipos AA e AG do
rs9849573 tende a ser significativa (p = 0,0532). A média da atividade da enzima é
ligeiramente maior entre o subconjunto da amostra que possui 0 alelo A em
homozigose em comparag¢do com os heterozigotos (médias da atividade da BChE:
AA =7,05; AG = 6,42; média total da amostra = 6,67).

Entre os casos, nenhum genétipo do MME aqui analisado foi associado com

diferencas nos niveis de atividade da BChE.

A observacdo de uma tendéncia a associacdo entre genétipos do MME e
diferencas na atividade da butirilcolinesterase no grupo controle idoso ndo encontra

justificativa na literatura até o momento.

O fato dos resultados aqui discutidos estarem muito préximos da significancia

estatistica nos controles indica que o aumento do niumero amostral talvez revele
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associacdo estatisticamente significativa entre os SNPs do MME e atividade da
BChE.

Hipotese que poderia explicar a influéncia dos genoétipos do MME na atividade
da BChE é a existéncia de algum mecanismo de regulacdo da expressdo génica
relacionado entre os genes MME e BCHE, visto a proximidade entre eles no
cromossomo 3 (MME: 3925.1-g25.2 e BCHE: 3926.1-926.2). De alguma forma este
mecanismo pode estar sendo influenciado pela sequéncia do gene MME ou préxima
a ele. Correlacdo entre a expressao dos dois genes foi observada em cancer de
mama (BOBERG et al.,, 2012). A relacdo entre a expressdo destes dois genes

precisa ser melhor investigada.

Embora néo haja estudo sobre uma regulacdo de expressao génica comum
nesta regido cromossdmica, sabe-se que ao redor de sitios de ligacédo a fatores de
transcricdo no gene MME existem ilhas CpG susceptiveis a metilagcdo (IKAWA et al.,
2010; ARCHER et al., 2010). DENG et al. (2014) demonstraram que a expressao do
MME é regulada por metilacdo do DNA e acetilacdo de histonas em cultura neuronal

de camundongos.

Relac¢des funcionais entre as proteinas neprilisina e butirilcolinesterase néo
sdo descritas na literatura, porém ambas sdo associadas as patologias comuns
como a doenca de Alzheimer, cancer e sindrome metabdlica (IWATA et al., 2001;
ALCANTARA et al.,, 2005; PODOLY et al.,, 2008; MITSUNAGA et al.,, 2008;
STANDEVEN, et al., 2011; AME-THOMAS et al., 2015).

8. CONCLUSAO

O presente estudo encontrou associacdo entre o rs2016864 e a doenca de
Alzheimer. O alelo G em homozigose parece ser protetivo em relacdo a DA. Por
localizar-se em intron, fora de regido regulatéria conhecida e em bloco haplotipico de
SNPs j& associados a DA, talvez o alelo esteja em desequilibrio de ligacdo com
variante funcional. O achado pode auxiliar na caracterizagao de regido do gene com

maior probabilidade de conter polimorfismos associados a DA.
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A tendéncia a relacdo entre os genétipos do MME e a atividade da
butirilcolinesterase plasmatica em controles podem indicar mecanismos de
regulacdo da expressao génica comum entre os genes BCHE e MME, além de
possiveis interacdes funcionais entre as proteinas. Os resultados fornecidos por este
trabalho e os dados da literatura até o momento séo insuficientes para estabelecer

relacdo funcional entre as proteinas e entre a expresséo dos genes MME e BCHE.

Estudos sdo necessarios para verificar efeitos das variantes na expressao e
atividade da neprilisina, além de analises que investiguem a relacdo da expressado
entre os genes MME e BCHE.
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