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Resumo  

 

A nível global, a dependência de drogas lícitas e ilícitas é um grave problema de 

saúde pública, com implicações sociais devastadoras, sobretudo associadas à 

criminalidade, económicas, culturais e familiares. A problemática da dependência de 

drogas não se resume às mortes e doenças instigadas aos consumidores, encontrando-se 

muitas vezes subjacente a esta a violência doméstica, a qual representa igualmente um 

grave problema de saúde pública e uma violação dos direitos fundamentais das 

mulheres. Apesar das estratégias de prevenção e tratamento atualmente disponíveis para 

a dependência, a identificação de fatores de risco genéticos poderá dar um grande 

contributo na prevenção da dependência de drogas lícitas e ilícitas de forma a mitigar as 

consequências socias, criminais e económicas devastadoras.  

Várias evidências sugerem que as neurotrofinas, particularmente o BDNF e o 

seu recetor p75NTR poderão desempenhar um papel importante na etiologia da 

dependência de álcool, tabaco, drogas ilícitas e violência doméstica. Assim, neste 

trabalho investigou-se os polimorfismos Val66Met e S205L dos genes BDNF e p75NTR, 

respetivamente, na etiologia da dependência de drogas licitas e ilícitas e violência 

doméstica, numa amostra da população portuguesa de dependentes de álcool, com e sem 

historial de dependência de tabaco, de drogas ilícitas e de violência doméstica, através 

da metodologia PCR-RFLP. 

No que se refere ao polimorfismo Val66Met do gene BDNF, utilizando a 

estratégia de associação, não se observou diferenças estatisticamente significativas entre 

a amostra de doentes dependentes de álcool e a amostra controlo, para os genótipos 

(χ2=0,979; df=2; p=0,613) e para alelos (χ2= 0,194; df=1; p=0,660). Resultados 

similares foram obtidos para a dependência de consumo de tabaco (distribuição 

genotípica: χ2=1,478; df=2; p=0,478; distribuição alélica: χ2= 0,232; df=1; p=0,630), 

drogas ilícitas (distribuição genotípica: χ2=0,111; df=2; p=0,946; distribuição alélica: 

χ2=0,013; df=1; p=0,909), e violência doméstica (distribuição genotípica: χ2=0,110; 

df=2; p=0,946; distribuição alélica: χ2=0,039; df=1; p=0,843).  

Relativamente ao polimorfismo S205L do gene p75NTR, os resultados obtidos 

revelaram associação entre o polimorfismo mencionado e a dependência de álcool 

(distribuição genotípica: χ2=6,620; df=2; p=0,037) e tabaco (distribuição genotípica: 

χ2=9,235; df=2; p=0,010; distribuição alélica: χ2=9,115; df=1; p=0,003). Resultados 



negativos foram obtidos para a dependência de drogas ilícitas e para a violência 

doméstica. Os resultados obtidos sugerem que o polimorfismo Val66Met do gene 

BDNF não desempenha um papel direto na etiologia da dependência de drogas e da 

violência doméstica na população estudada. Por outro lado, o polimorfismo S205L do 

gene p75NTR poderá ser um fator de risco genético para a dependência de álcool e de 

tabaco na população portuguesa. Os resultados obtidos são particularmente importantes 

no que diz respeito ao polimorfismo S205L do gene p75NTR, uma vez que, não existem 

estudos efetuados a nível mundial e poderão contribuir para a identificação de 

indivíduos em risco e a respetiva prevenção da problemática da dependência, bem como 

de todas as consequências nefastas associadas.  

 

Palavra chaves: Dependência de drogas lícitas e ilícitas; Violência doméstica; 

Neurotrofinas; Genética; Genes candidatos 
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1. Introdução 
 

1.1. Drogas lícitas e ilícitas 

 

A nível global, a dependência de drogas lícitas e ilícitas é um problema de saúde 

pública, com graves implicações sociais, sobretudo associadas à criminalidade, 

económicas, culturais e familiares (Skog, 2001; Klotz et al., 2007; IDT., 2011; Rehm et 

al., 2011; Degenhardt e Hall, 2012; Teesson et al., 2012). Segundo o Diagnostic and 

Statistical Manual of Mental Disorders-Fourth Edition (DSM-IV), dependência 

representa um quadro clínico marcado pelo uso compulsivo de drogas que o indivíduo 

simplesmente não consegue controlar (American Psychiatric Association, 1994). Por 

definição, droga é qualquer substância que afeta especificamente o sistema nervoso 

central (SNC), alterando o estado de consciência e perceção. A título de exemplo, o 

consumo excessivo de álcool desencadeia numerosos perigos para a saúde, como o 

alcoolismo, a tensão alta, a obesidade, o cancro, o suicídio, acidentes de viação e 

violência doméstica.  

As drogas podem ser classificadas em lícitas, como o álcool e o tabaco, podendo 

ser consumidas livremente, ou ilícitas, como a cocaína, a heroína ou a canábis, cujo 

consumo é proibido por lei. De acordo com o efeito que as drogas provocam no SNC 

são consideradas ainda como estimulantes, as que aumentam o estado de alerta, 

excitação, euforia, pulsação e pressão arterial, e depressivas as que inibem o SNC. Nas 

drogas estimulantes incluem-se as anfetaminas, a cocaína, o café e a nicotina, e nas 

depressivas o álcool e as benzodiazepinas (Hanson et al., 2009). 

 

1.2. Epidemiologia da dependência 

 

O consumo de drogas lícitas e ilícitas está associado a elevadas taxas de 

mortalidade e morbilidade a nível mundial. Em 2011, entre 167 e 315 milhões de 

indivíduos, com idades compreendidas entre 15 a 64 anos, revelaram consumir drogas 

ilícitas, correspondendo estes valores a uma percentagem entre 3,6% a 6,9% da 

população mundial adulta. Por exemplo, desde 2009 a prevalência do consumo de 

canábis, opióides e opiáceos tem vindo a aumentar, contrariamente ao consumo de 
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cocaína e anfetaminas que parece ter diminuído entre os anos de 2009 e 2011 (UNODC, 

2013). 

Entre as diferentes formas de administração das drogas encontra-se a injeção 

intravenosa das mesmas. Em 2012 um total de 14 milhões de indivíduos utilizaram este 

método, o que corresponde a 0,31% da população mundial, com idades entre os 15 e os 

64 anos. A nível Europeu, a prevalência de drogas injetáveis é bastante elevada, 

particularmente na Europa oriental e no sudoeste Europeu, onde a percentagem de 

indivíduos que consome este tipo de drogas é 4 vezes maior que a média global, 

representando 21% do número total de pessoas que se injetam (UNODC, 2013). Esta 

forma de consumo está associada a elevados riscos de doenças infetocontagiosas, 

estimando-se que 1,6 milhões de indivíduos estejam infetados com HIV (11,5%), 7,2 

milhões com hepatite C (51%) e 1,2 milhões com hepatite B (8,4%) (UNODC, 2013).  

No que diz respeito às taxas de mortalidade, estas são igualmente elevadas e 

preocupantes. Em 2011, ocorreram entre 102000 e 247000 mortes relacionadas com 

drogas, correspondendo a uma taxa de mortalidade entre 22,3 e 54,0 de mortes por 

milhão, na população com idades entre os 15 e os 64 anos. Importa salientar que a 

mortalidade relacionada com o consumo de drogas atinge maioritariamente pessoas 

mais jovens, com uma idade entre os 26 e os 44 anos (EMCDDA, 2014). 

Como referido anteriormente, o álcool e o tabaco, apesar de lícitas, têm também 

um impacto bastante negativo na sociedade. O consumo de álcool provocou 

aproximadamente 3,3 milhões de mortes em 2012, representando este valor 

aproximadamente 5,9% das mortes em todo o mundo. Este comportamento é 

principalmente grave no sexo masculino, com 7,6% destas mortes a serem atribuídas ao 

álcool, enquanto no sexo feminino esta percentagem é de 4,0% (WHO, 2014a). 

Em 2010, a média a nível mundial do consumo de álcool per capita era de 6,2 

litros de álcool puro por cada indivíduo com idade igual ou superior a 15 anos, o que se 

traduz em 13,5 gramas de álcool puro por dia. Estes valores variam conforme a região 

(figura 1). Os países desenvolvidos, incluindo países da Europa oriental e ocidental, 

encontram-se entre os que mais consomem álcool. Na figura 1 pode observar-se que 

Portugal está neste grupo de países, com mais de 12,5 litros de álcool puro consumido 

por adulto, com idade superior a 15 anos (WHO, 2014a). Este valor reflete-se no 

número de mortes, tendo em 2011 ocorrido 2309 óbitos relacionados com este 

comportamento, o que corresponde a uma taxa de mortalidade de 23% (DGS, 2013). 
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Figura 1 - Distribuição do consumo de álcool per capita em adultos (com idade 

superior a 15 anos) a nível mundial, em litros de álcool puro. Os maiores 

consumidores encontram-se na Europa ocidental e oriental, mas também na 

Argentina, Austrália e Nova Zelândia. Os consumidores médios encontram-se 

no Sul de África (Namiba e África do Sul) e na América do Norte e do Sul. Os 

países que menos consumem álcool encontram-se no norte de África e na África 

sub-Sahariana, no sudoeste Asiático e no oceano Índico (Adaptado de 

WHO,2014a). 

 

Em relação ao consumo de tabaco, este é a primeira causa evitável de doença, 

incapacidade e morte prematura nos países desenvolvidos, contribuindo para seis das 

oito primeiras causas de morte a nível mundial. O tabaco foi responsável pela morte de 

100 milhões de indivíduos no século XX, podendo vir a matar muito mais se não forem 

tomadas precauções (WHO, 2008). Atualmente, o consumo de tabaco mata cerca de 6 

milhões de indivíduos a cada ano. Mais de 5 milhões dessas mortes são o resultado do 

consumo direto, enquanto cerca 600 000 são mortes de fumadores passivos, apenas 

expostos ao fumo do tabaco de outros (WHO, 2014b). Em Portugal, estima-se que o 

consumo de tabaco seja responsável por 1 em cada 10 mortes na população adulta e por 

1 em cada 4 mortes na população dos 45 aos 59 anos (WHO, 2012). 

Em 2012, 28% dos inquiridos europeus com idade igual ou superior a 15 anos 

eram fumadores. A Grécia, a Bulgária e a Letónia encontram-se no topo dos países com 

maior percentagem de fumadores, com 40%, 36% e 36%, respetivamente (European 
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Commission, 2012). Neste mesmo ano, os fumadores portugueses consumiam em média 

14,4 cigarros por dia, valor semelhante ao observado na União Europeia e inferior ao 

observado em 2009, sendo este de 15,5 cigarros diários (DGS, 2013). 

Os gastos associados ao consumo de drogas representam um grande encargo 

económico para os países de todo o mundo. Em 2003, na União Europeia foram gastos 

125 biliões de euros com questões relacionadas com o consumo de álcool (Anderson e 

Baumberg, 2006). Em 2007, o sistema de saúde público português gastou cerca de 126 

milhões de euros em internamentos hospitalares no sistema nacional de saúde e mais de 

363 milhões de euros no ambulatório (medicamentos, consultas em centros de saúde e 

hospitais, meios complementares de diagnóstico) devido ao tabaco (DGS, 2013). 

A problemática da dependência de drogas não se resume às mortes e doenças 

instigadas aos consumidores, encontrando-se muitas vezes subjacente a esta a violência 

doméstica, a qual representa um grave problema de saúde pública e uma violação dos 

direitos fundamentais das mulheres. Quase 30% das mulheres que estiveram numa 

relação foram vítimas de violência física e\ou sexual por parte do parceiro e 38% dos 

homicídios, cujas vítimas eram do sexo feminino, foram cometidos pelos seus parceiros 

(WHO, 2013). De facto, estudos realizados indicam que o consumo de álcool está 

fortemente associado com a violência doméstica (Foran e O’Leary, 2008), tornando 

cada vez mais imprescindível a compreensão, tratamento e prevenção deste fenómeno.  

 

1.3. Mecanismos envolvidos na dependência de drogas  

 

Todas as drogas que são consumidas em excesso têm em comum a ativação 

direta do sistema de recompensa, que está envolvido no reforço de comportamentos e 

produção de memórias (American Psychiatric Association, 2013). A dependência de 

drogas é caracterizada por um comportamento anormal resultante de alterações nos 

circuitos cortico-estriado-límbico, que por sua vez coordenam comportamentos 

relacionados com a recompensa (Cadet et al., 2014). A figura 2 apresenta um modelo do 

sistema de recompensa cerebral. 
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Figura 2 - Modelo do sistema de recompensa cerebral. O nucleus accumbens (estriado 

ventral) é o maior alvo do sistema dopaminérgico mesolímbico. Este contém 

neurónios GABAérgicos que projetam para o ventral pallidum. Recompensas 

naturais e a dependência de drogas aumentam a libertação de dopamina a partir 

dos terminais das projeções dopaminérgicas provenientes da área tegmental 

ventral. As vias dopaminérgica e nigroestriatal também participam nos processos 

relacionados com a recompensa (adaptado de Cadet et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alterações no complexo estriado devido ao consumo de drogas podem imitar ou 

interferir com a plasticidade sináptica, promovendo o consumo regular. Estas alterações 

ocorrem ao nível do estriado drosal e do nucleus accumbens (NAc), uma sub-região 

estriatal importante para a recompensa e o reforço das drogas (Grueter et al., 2012). 

Os efeitos relacionados com o consumo de drogas de abuso podem ser positivos 

ou negativos. A via mesolímbica interfere no estado positivo, acentuando os efeitos 

eufóricos e promovendo um aumento do consumo, permitindo que o indivíduo volte a 

sentir o bem-estar inicial. Por outro lado, no estado negativo interferem regiões 

cerebrais amigdaloides, promovendo o desenvolvimento de ansiedade, depressão e 

outros estados disfóricos, levando a um aumento do consumo da droga para contrariar 

estes efeitos negativos (Moonat et al., 2010). 

O consumo de drogas também afeta o hipocampo. Por exemplo, estudos 

demonstram que o consumo de canábis (Yücel et al., 2008) e de anfetaminas 
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(Thompson et al., 2004) provocam alterações no seu volume. Por outro lado, o 

hipocampo está relacionado com a formação de memória a longo prazo. Estímulos 

associados com as drogas podem evocar memórias, induzindo o desejo de consumo 

(Gawin et al., 1986; O’Brien et al., 1998). 

 

1.4. Genética da dependência de drogas lícitas e ilícitas 

 

Os estudos de epidemiologia genética (estudos familiares, de gémeos e de 

adoção) demostram que os fatores genéticos, estimados entre 50 a 60% contribuem para 

a predisposição da dependência de drogas lícitas e ilícitas (Cloninger et al., 1981; Bierut 

et al., 1998; Brook et al., 2002; Bierut, 2011; Enoch, 2012). A dependência de drogas 

lícitas e ilícitas é multifatorial, resultante de uma grande complexidade e 

heterogeneidade que inclui interações gene-gene e gene-ambiente (Enoch, 2012). O 

desenvolvimento de dependência requer o consumo de uma droga e uma cadeia de 

eventos comportamentais, estando envolvidos nestes a iniciação do respetivo consumo e 

a conversão de experimental a regular, contribuindo este para a dependência (figura 3).  

 

Cada uma destas etapas é influenciada por fatores genéticos e ambientais. No 

geral os fatores ambientais parecem ter uma maior influência na iniciação do consumo 

de droga e os fatores genéticos parecem influenciar mais a passagem do consumo 

Figura 3 - Etapas do desenvolvimento da dependência de drogas (adaptado de Bierut, 

2011). 
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regular para a dependência (Vink et al., 2005). Apesar das estratégias de prevenção e 

tratamento atualmente disponíveis para a dependência, a identificação de fatores de 

risco genéticos poderá dar um grande contributo para prevenir e combater a 

dependência de drogas lícita e ilícitas de forma a mitigar as consequências socias e 

económicas devastadoras a nível mundial, pelo que é imperativo efetuar estudos a nível 

genético. Dos estudos genéticos efetuados, que incluem estudos de linkage, genome 

wide linkage studies, genome wide association studies e estudos de associação de genes 

candidatos, implicam um elevado número de genes minor na etiologia da dependência 

de drogas (Li et al., 2008; Bierut, 2011; Rietschel e Treutlein, 2013). 

 

1.5. Caraterização das neurotrofinas e dos seus recetores 

 

1.5.1. Neurotrofinas  

 

As neurotrofinas são uma família de proteínas estruturalmente relacionadas, 

tendo sido inicialmente identificadas como fatores de sobrevivência para os neurónios 

sensoriais e simpáticos. Ao longo do tempo tem sido demonstrado que as neurotrofinas 

controlam vários aspetos relacionados com a sobrevivência, o desenvolvimento e o 

funcionamento dos neurónios, quer ao nível do SNC quer do periférico, tendo um papel 

essencial na plasticidade sináptica (McAllister et al., 1999; Thoenen, 2000; Reichardt, 

2006). Nos mamíferos são expressas quatro neurotrofinas distintas, o nerve growth 

factor (NGF), o brain-derived neutotrophic factor (BDNF), a neurotrofina-3 (NT-3) e a 

neurotrofina-4 (NT-4). O NGF foi o primeiro a ser descoberto, seguido do BDNF 

(Barde et al., 1982; Levi- Levi-Montalcini, 1987).  

O BDNF é o membro da família das neurotrofinas mais amplamente distribuído 

no organismo (Huang e Reichardt, 2001), sendo particularmente expresso em grande 

abundância na região cerebral do hipocampo (Binder e Scharfman, 2004), assim como 

em várias regiões cerebrais relacionadas com o sistema de recompensa e com a 

dependência de drogas (Davis, 2008). 

As neurotrofinas são inicialmente expressas na forma de pro-neurotrofinas no 

retículo endoplasmático, sofrendo maturação através de proteólise. O BDNF em 

particular é traduzido como uma pró-proteína de 30-35 kDa, sendo esta constituída por 

um pré-pró-domínio, um pró-domínio e um domínio C-terminal da neurotrofina 
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madura. O pró-BDNF é produzido no retículo endoplasmático e armazenado na rede 

trans-Golgi, via aparelho de Golgi, podendo ser clivado no retículo endoplasmático por 

furinas ou nas vesículas secretoras reguladas por enzimas pró-convertases (Teng et al., 

2010). O pró-BDNF liga-se à sortilina, uma chaperone intracelular, através do pró-

domínio, permitindo o correto enrolamento do domínio do BDNF maduro. Este domínio 

maduro liga-se à carboxipeptidase E, conduzindo assim o BDNF para a via secretora 

regulada (Lu et al., 2005). A expressão do BDNF é altamente regulada pela atividade 

neuronal, através de mecanismos dependentes de cálcio (Mellstrom et al., 2004). A 

neurotrofina BDNF, a nível cerebral, atua na sobrevivência e crescimento dos 

neurónios, na neurogénese, na transmissão sináptica e ainda na plasticidade sináptica, 

estando assim envolvido nos processos de aprendizagem e memória (Binder e 

Scharfman, 2004). Outros estudos demonstram que a exposição a drogas ilícitas como a 

cocaína levam a alterações em elementos promotores da expressão de BDNF, como é o 

caso das proteínas cAMP responsive element-binding (CREB) e methyl CpG binding 

protein 2 (MeCP2), aumentando assim a concentração deste no organismo e 

provocando alterações na plasticidade sináptica (McCarthy et al., 2012).  

 

 1.5.2. Recetores de neurotrofinas e mecanismos de ação 

 

Existem diferentes recetores de neurotrofinas (Reichardt, 2006). O primeiro a ser 

descoberto foi o recetor de neurotrofinas p75 (p75NTR), inicialmente identificado como 

um recetor de baixa afinidade para o NGF, mas que se demonstrou ter igual afinidade 

para todas as outras neurotrofinas. Mais tarde foram identificados outros tipos de 

recetores, os recetores de tirosinas quinases (Trk) (TrkA, TrkB e TrkC) (Allen e 

Dawbarn, 2006; Reichardt, 2006). As pro-neurotrofinas ligam-se ao p75NTR, mas não 

aos recetores Trk. As neurotrofinas maduras continuam com capacidade de se ligarem 

ao p75NTR, mas com menor afinidade, ligando-se com maior afinidade aos recetores Trk 

(Reichardt, 2006). A figura 4 mostra a interação das pro-neurotrofinas e neurotrofinas 

com os diferentes tipos recetores.  
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Figura 4 – Interação das neurotrofinas com os seus recetores. Cada pró-neurotrofina 

liga-se ao p75NTR, mas não aos recetores Trk. Após as pró-neurotrofinas 

sofrerem maturação por proteólise, cada neurotrofina madura liga-se e ativa o 

p75NTR, mas liga-se com maior afinidade com os três recetores Trk. O NGF liga-

se especificamente ao recetor TrkA, o BDNF e o NT-4 ao recetor TrkB, e o NT-

3 ao TrkC. Em alguns casos o NT-3 também se pode ligar aos recetores TrkA e 

TrkB. A figura mostra também a constituição dos recetores, onde CR1, CR2, 

CR3 e CR4 representam domínios ricos em cisteínas, C1 um domínio rico em 

cisteína, LRR1-3 repetições ricas em leucinas, e Ig1 e Ig2 domínios do tipo 

imunoglobulinas (adaptado de Reichardt, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O p75NTR é um membro da superfamília de recetores de necrose tumoral, 

constituído por um domínio extracelular com quatro motivos ricos em cisteínas, um 

domínio transmembranar único e um domínio citoplasmático que inclui um death 

domain semelhante ao que existe noutros membros desta família (Liepinsh et al., 1997; 

He e Garcia, 2004). Apesar de não ter um motivo catalítico, este recetor interage com 

várias proteínas que transmitem importantes sinais para a regulação da sobrevivência e 

diferenciação neuronal, bem como para a plasticidade sináptica (Chen et al., 2009). O 

p75NTR é largamente expresso no sistema nervoso em desenvolvimento. Os neurónios 

sensoriais e simpáticos, os neurónios motores da medula espinal e do tronco cerebral, e 

os neurónios do córtex cerebral, cerebelo, hipocampo, prosencéfalo basal e putamen 
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caudado, também expressam este recetor numa dada altura do desenvolvimento. 

(Friedman et al., 1991; Wyatt et al., 1990; Ernfors et al., 1989; Mobley et al., 1989). Na 

maioria das células a expressão do p75NTR cessa no estado adulto. No entanto, este 

continua a ser expresso em baixos níveis nos neurónios colinégicos do prosencéfalo 

basal, nos neurónios sensoriais e nos neurónios motores da medula espinal (Friedman et 

al., 1991; Ernfors et al., 1989; Verge et al., 1992). 

Este recetor regula três grandes vias de sinalização, estando envolvido na 

ativação do fator nuclear-kβ (NF-kβ) (Carter et al., 1996), na via das Jun Cinase 

(Harrington et al., 2002) e na família das Rho (Yamashita e Tohyama, 2003). Se por um 

lado a ativação do NF-kβ resulta na transcrição de vários genes que incluem alguns 

promotores da sobrevivência neuronal, por outro, a via das Jun Cinases promove a 

ativação de genes que potenciam a apoptose neuronal, atribuindo assim ao p75NTR um 

papel duplo e oposto.  

Em relação aos recetores Trk, estes constituem a segunda maior classe de 

recetores de neurotrofinas. O domínio extracelular de cada Trk consiste num 

aglomerado rico em cisteínas, seguido de três repetições ricas em leucinas, um outro 

aglomerado rico em cisteínas e dois domínios do tipo imunoglobulina (figura 4). O 

domínio citoplasmático é formado por um domínio tirosina cinase envolvido por várias 

tirosinas que servem como locais de acoplamento para adaptadores citoplasmáticos e 

enzimas (Chao, 2003). 

As neurotrofinas ao ligarem-se aos recetores Trk promovem a sua ativação 

através da transfosforilação das cinases presentes no seu domínio citoplasmático (Chao 

et al., 2006). As quatro neurotrofinas são específicas no que diz respeito à interação 

com os recetores. O NGF ativa o TrkA, o BDNF e o NT-4 ativam o TrkB e o NT-3 

ativa o TrkC (figura 4). O local de maior interação entre as neurotrofinas e estes 

recetores é no domínio do tipo imunoglobulina na membrana proximal. Os recetores 

Trk estão envolvidos na regulação de várias vias de sinalização, incluindo a via das 

MAP-Cinases, dependentes da ativação da Ras, da fosfatidilinositol-3 cinase (PI3 

cinase) e da fosfolipase C-γ1 (PLC-γ1) (Reichardt, 2006). A figura 5 apresenta 

esquematicamente as vias de sinalização das neurotrofinas de acordo com os recetores 

p75NTR e os recetores da família Trk. 
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Figura 5 – Vias de sinalização reguladas pelas neurotrofinas. O p75NTR regula três 

grandes vias de sinalização. A ativação do NF-kB resulta na transcrição de vários 

genes que promovem quer a sobrevivência, quer a apoptose neuronal. A ligação 

das neurotrofinas ao p75NTR também regula a atividade da Rho, a qual controla a 

mobilidade do cone de crescimento. A ativação da via das Jun cinases controla a 

expressão de vários genes promotores da apoptose neuronal. Cada recetor Trk 

também controla três grandes vias de sinalização: a via da Ras, que resulta na 

ativação da cascata de sinalização da MAP-cinase, promovendo a diferenciação 

neuronal; a via da PI3 cinase através da Ras ou da GAB1, que promove a 

sobrevivência e o crescimento de neurónios e outras células; e a via da PLC-γ1, 

que por sua vez ativa as vias reguladas por Ca2+ e pela proteína cinase C, 

promotoras da plasticidade sináptica. Cada uma destas vias regula também a 

transcrição de genes (adaptado de Reichardt, 2006). 

 

 

 



 

 
19 

Figura 6 - Estrutura do gene BDNF. Os exões estão representados em caixas e pelos 

números I, II, III, IV, V,Vh, VI, VII, VIII, VIIIh e IX (adaptado de Pruunsild et 

al., 2007). 

1.6. Genes candidatos das neurotrofinas: genes BDNF e p75NTR 

 

Evidências diretas e indiretas implicam o sistema neurotrófico na etiologia da 

dependência de álcool, tabaco, drogas ilícitas e violência doméstica, particularmente o 

BDNF e o p75NTR (Davis, 2008; Jiang et al., 2009; Hilburn et al., 2011; McCarthy et al., 

2012). Por exemplo, estudos em humanos revelaram uma diminuição nos níveis de 

BDNF no plasma de indivíduos dependentes de álcool (Joe et al., 2007) e um aumento 

nos níveis de BDNF no plasma de indivíduos em abstinência de álcool, cocaína e 

matanfetaminas (Hilburn et al., 2011). Além disso, estudos efetuados em ratinhos com 

défice de BDNF revelaram que estes apresentam uma maior apetência para o consumo 

de álcool (Hensler et al., 2003) e são mais agressivos (Lyons et al., 1999). Face ao 

exposto, o gene BDNF é um bom candidato para a etiologia da dependência de álcool, 

tabaco, drogas ilícitas e violência doméstica.  

O gene BDNF localiza-se na região cromossómica 11p13 e é constituído por 

onze exões, representados na figura 6, e nove promotores funcionais que são utilizados 

de forma específica em diferentes tecidos e regiões cerebrais (Maisonpierre et al., 1991; 

Pruunsild et al., 2007). 

 

 

No gene BDNF tem sido identificados vários single nucleotide polymorphisms 

(SNPs), sendo o Val66Met o mais estudado. Este resulta da troca do nucleótido guanina 

(G) para o nucleótido adenina (A) na posição 196 da sequência do gene que codifica a 

proteína, assim como na subsequente troca do aminoácido Valina (Val) para Metionina 

(Met) na posição 66 do pró-domínio da proteína BDNF (Dincheva et al., 2012). Até ao 

momento, os resultados de estudos genéticos do polimorfismo Val66Met no gene 

BDNF relacionados com a dependência de álcool e tabaco são contraditórios quer em 

estudos individuais (Matsushita et al., 2004; Lang et al., 2007; Montag et al., 2008; 
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Figura 7 - Esquema do gene p75NTR. Estão representados os seis exões do gene p75NTR, 

a vermelho. A seta indica a localização do polimorfismo S205L no exão IV. 

Wojnar et al., 2009; Novak et al., 2010; Su et al., 2011; Zhang et al., 2012; Benzerouk 

et al., 2013; Nedic et al., 2013), quer numa meta-análise de genome-wide association 

studys, a qual revelou associação entre o polimorfismo Val66Met no gene BDNF e a 

iniciação do consumo de tabaco (The Tobacco and Genetics Consortium, 2010). Assim 

face à inconsistência dos resultados, estudos adicionais são necessários em novas 

populações e com tamanho de amostras maiores a fim de se esclarecer o papel do gene 

na etiologia da dependência. 

 

Relativamente ao gene p75NTR, recentemente, um estudo em humanos mostrou 

que o consumo de etanol aumenta a expressão do p75NTR (Do et al., 2013). Estudos com 

modelos animais demonstraram também que a perda de p75NTR leva a alterações na 

sinalização colinérgica no hipocampo (Martinowich, 2012). Por sua vez, o sistema 

colinérgico está relacionado com o tabagismo, na medida em que a nicotina assim como 

outras drogas capazes de causar dependência funcionam como agonistas seletivos dos 

recetores colinérgicos nicotínicos (De Biasi e Dani, 2011). Com base nas considerações 

anteriores o gene p75NTR é um candidato altamente promissor para a dependência de 

drogas licitas e ilícitas, apesar desta hipótese não ter sido ainda explorada.  

O gene p75NTR localiza-se no cromossoma 17q21-q22 (Huebner et al., 1986) e é 

constituído por seis exões e cinco intrões (figura 7) (Sehgal et al., 1988). No exão IV foi 

identificado um SNP, o S205L, que consiste na alteração de um nucleótido citosina (C) 

por um nucleótido timina (T) na posição 727, dando origem à troca do aminoácido 

serina (S) pelo aminoácido leucina (L) no codão 205 do recetor p75NTR (Haga et al., 

2002). 

 

Apesar das evidências mencionadas, até à data, não se conhecem estudos 

genéticos efetuados entre este polimorfismo e a dependência de drogas e violência 

doméstica a nível mundial.  
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Figura 8 – Estrutura da dupla cadeia do DNA. Na figura podem observar-se as 

ligações fosfodiéster (1), bem como as pontes de hidrogénio, duas na ligação 

A-T e três na ligação C-G, que ligam as duas cadeias através das bases azotadas 

(2) (adaptado de Pasternak, 2005).  

1.7. Considerações gerais sobre genética 

 

Ácido desoxirribonucleico (DNA) é o nome químico que se dá à molécula que 

contém toda a informação genética nos seres vivos, tendo sido acidentalmente isolado 

pela primeira vez em 1869 pelo médico suíço Friedrich Miescher, que ao purificar 

proteínas se deparou com uma substância desconhecida (rever Dahm, 2005). Apenas 

quase um século depois, em 1953, é que a estrutura do DNA foi descoberta pelos 

cientistas Watson e Crick, tendo estes verificado que se tratava de uma estrutura com 

duas cadeias que enrolam uma na outra para formar uma dupla hélice (Watson e Crick, 

1953). Cada cadeia é constituída por grupos alternados de fosfatos e de açúcares 

(desoxirribose) que se ligam entre si através de ligações fosfodiéster. Ligado a cada 

açúcar está uma de quatro bases, A, T, G ou C. As duas cadeias da molécula de DNA 

estão ligadas através das bases, respeitando a sua complementaridade – A-T, C-G, 

sendo estas ligações feitas através de pontes de hidrogénio, como pode ser observado na 

figura 8 (Pasternak, 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O genoma contém os genes, estruturalmente formados por exões (sequências 

codificantes de aminoácidos), intrões (sequências não codificantes) e sequências 

reguladoras 5’UTR e 3’UTR. O genoma humano em particular está organizado em 23 
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pares de cromossomas, 22 autossómicos e 1 sexual, com cerca de 3 biliões de pares de 

bases e um total de cerca de 30000 genes. Faz também parte do genoma humano o DNA 

mitocondrial (Pasternak, 2005). A figura 9 representa a interação entre os conceitos de 

célula, cromossomas, DNA e genes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cada gene tem pelo menos duas formas alternativas, os alelos, estando estes 

localizados numa zona do cromossoma denominada de locus. Genericamente, quando 

um alelo está presente numa população com percentagem igual ou superior a 1%, 

considera-se um polimorfismo (Frazer et al., 2009). Os polimorfismos podem ser 

classificados em restrict fragment length polymorphisms (RFLPs), variable number of 

tandem repeats (VNTRs) ou minissatélites, short tandem repeat polymorphisms 

(STRPs) ou microssatélites, SNPs e copy number variations (CNVs).  

A deteção de RFLPs é feita com o auxílio de enzima de restrição, uma vez que, 

após digestão enzimática, o tamanhos dos fragmentos de DNA daí resultante é diferente 

devido à substituição de um par de bases no local que estas reconhecem. Este foi o 

primeiro polimorfismo a ser descoberto e utilizados para pesquisa médica (Botstein et 

Figura 9 – DNA, a molécula da vida. Dentro do núcleo de cada célula o DNA está 

organizado em cromossomas. O DNA contém os genes, sequências codificantes 

de proteínas, formados pelos nucleótidos Adenina, Timina, Guanina e Citosina 

(adaptado Denis e Gallangher, 2001). 
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al., 1980). Os VNTRs são polimorfismos cujos alelos diferem no número de repetições, 

podendo ter até milhares de repetições de 7 a centenas de pares de bases. São altamente 

polimórficos numa determinada população devido ao número de cópias da sequência de 

DNA repetidas (Nakamura, 2009). Os STRPs são segmentos de DNA mais curtos 

(inferiores a 13 pb) repetidos em tandem (Weber e May, 1989; Watson et al., 2007). 

Os SNPs consistem na alteração de apenas um par de bases e são a classe de 

variante genética mais prevalente entre indivíduos e, estimando-se que o genoma 

humano tenha mais de 38 milhões de SNPs (The 1000 genomes project consursium, 

2012). Pelo menos 11 milhões são considerados variantes comuns presentes nas 

populações numa taxa superior a 1%. Os CNVs são uma forma de variação estrutural 

genética, referindo-se a diferenças no número de cópias de uma região genómica em 

particular (Frazer et al., 2009). A maior cópia que se identificou foi no genoma de John 

Venter, com quase 2Mb de comprimento (Levy et al., 2007). 

Ao longo das últimas décadas projetos internacionais têm contribuído para a 

descoberta da variabilidade genética entre indivíduos. Em 1988 começou a ser planeado 

o Projeto do Genoma Humano (PGH), que tinha como principal objetivo mapear e 

sequenciar todo o genoma humano, ou seja, cada um dos 3 biliões de pares de bases 

(US Department of Health and Human Services, 1990). Em 2003 mais de 90% do 

genoma humano tinha sido sequenciado e várias descobertas tinham sido feitas. Uma 

das principais foi o número de genes descoberto, cerca de 30 mil, muito inferior aos 100 

mil esperados. Daí concluiu-se que menos de 2% do genoma humano codifica 

proteínas, e cada gene codifica em média três proteínas. Percebeu-se ainda que o DNA 

de dois indivíduos é 99,9% semelhante e apenas 0,1% diferente. Foram também 

identificados cerca de 3 milhões de SNPs (Collins et al., 2003).  

As descobertas do PGH são essenciais para o avanço dos estudos em genética, 

particularmente de doenças complexas e potenciaram também a implementação de um 

novo projeto designado de projeto HapMap. Este visa dar continuidade e responder a 

questões levantadas pelo PGH. O projeto HapMap criado por um consórcio que incluía 

cientistas do Japão, do Reino Unido, Canadá, China, Nigéria e EUA, focou-se nos 0,1% 

da variação do genoma nas populações humanas, estudando o genoma de indivíduos da 

Nigéria, Japão, China e EUA, que seriam representativos das populações africanas, 

asiáticas e europeias ancestrais (The International HapMap Consortium, 2003). Deste 

projeto provieram mapas de haplotipos, baseados em tagSNPs, que permitem 

atualmente obter uma grande quantidade de informação genética de todo o genoma 
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através da genotipagem de apenas 200000 a 1000000 destes SNPs (The International 

HapMap Consortium, 2007). 

Mais recentemente, numa terceira fase do projeto HapMap, integraram-se CNVs 

e SNPs de baixa frequência com SNPs comuns num conjunto maior da população 

humana (The International HapMap 3 Consortium, 2010). Este estudo trouxe poucas 

respostas, mas abriu caminho à criação do projeto dos 1000 Genomas, cujo objetivo era 

descobrir, genotipar e providenciar informações precisas de todos os polimorfismos no 

DNA humano, em várias populações, caracterizando cerca de 95% das variantes 

genéticas com frequência alélica igual ou superior a 1% e também catalogar os alelos de 

baixa frequência (<0,1%). O propósito era genotipar 1000 genomas de indivíduos de 

populações da Europa, Ásia do este e do sul, África do oeste e Américas (The 1000 

Genomes Consortium, 2010).  

O projeto dos 1000 Genomas, que começou em 2008, teve os primeiros dados 

publicados em 2010, e a segunda geração de dados em 2012. Nesta segunda fase, 

através da análise do genoma de 1092 indivíduos de 14 populações diferentes foi 

possível a identificação de 38 milhões de SNPs, 1,4 milhões de pequenas inserções e 

deleções, e mais de 14 milhões de grandes deleções. Demonstrou-se ainda que 

indivíduos de populações diferentes têm perfis diferentes de variantes raras e comuns. 

Este projeto ainda se encontra a decorrer, e prevê-se que na próxima fase seja feita a 

sequênciação do genoma de 2500 indivíduos de 27 populações (The 1000 Genomes 

Project Consortium, 2012).  
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1.8. Objetivo  

 

As neurotrofinas, particularmente o BDNF e o seu recetor p75NTR, têm sido 

implicadas na etiologia da dependência de drogas lícitas e ilícitas. O objetivo deste 

trabalho é estudar a associação entre os polimorfismos Val66Met e S205L dos genes 

BDNF e p75NTR, respetivamente, e a dependência de álcool, tabaco e drogas ilícitas, 

numa população portuguesa de dependentes de álcool, com e sem historial de 

dependência de tabaco e drogas ilícitas. Pretende-se ainda verificar se existe associação 

entre os referidos polimorfismos e a violência doméstica, numa população portuguesa 

de dependentes de álcool do sexo masculino com historial de violência doméstica.   
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Materiais e Métodos 
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2. Materiais e Métodos  
 

2.1. Critérios de diagnósticos e casuística 

 

Para o desenvolvimento deste projeto de investigação, aprovado pela Comissão 

de Ética da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, foram selecionados 

doentes dependentes de álcool, de acordo com os critérios da Diagnostic and Statistical 

Manual of Mental Disorders (DSM-IV) e da International Classification of Diseases 

(ICD-10), da Organização Mundial de Saúde (OMS), após a obtenção do consentimento 

informado por escrito. A amostra em estudo de doentes de ambos os sexos foi 

selecionada no Centro Regional de Alcoologia do Centro Maria Lucília Mercês de 

Melo, Coimbra, e para efetuar os estudos genéticos recolheram-se 10 ml de sangue 

periférico por punção venosa. A amostra total de 2350 doentes dependentes de álcool de 

ambos os sexos com idades compreendidas entre 22 e 77 anos, Caucasianos da 

população portuguesa foi estratificada por grupos: doentes dependentes de álcool de 

ambos os sexos; doentes dependentes de álcool de ambos os sexos com historial de 

consumo de tabaco; doentes dependentes de álcool do sexo masculino com historial de 

consumo de drogas ilícitas; doentes dependentes de álcool do sexo masculino com 

historial de violência doméstica. Uma amostra de controlos, com idades compreendidas 

entre 22 e 76, de ambos os sexos, sem historial de doenças psiquiátricas ou dependência 

de drogas lícitas ou ilícitas foi incluída neste estudo e foi selecionada na população 

geral. 

 

2.2. Extração de DNA 

 

 O DNA pode ser extraído de diferentes fontes biológicas, tais como tecidos, 

células ou vírus. Existem várias formas de proceder à extração de DNA, tendo sido 

desenvolvidos vários protocolos baseados nas suas propriedades químicas e físicas, 

destacando-se o enzimático, o fenol-clorofórmio e o salting-out (Carpi et al., 2011). 

Entre estes, o método enzimático é o mais adequado de acordo com o tipo de amostra e 

fim a que se destina o DNA extraído, uma vez que este é utilizado em técnicas de 

genotipagem, como por exemplo, a reação em cadeia da polimerase (PCR), a digestão 

com enzimas de restrição e os contaminantes do DNA interferem nas mesmas.  
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 O DNA genómico utilizado nos processos experimentais aqui descritos foi 

extraído a partir de aproximadamente 10 ml de sangue periférico, recolhido para tubos 

contendo o anticoagulante ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Vacutainer), 

utilizando um método enzimático, adaptado de Miller et al. (1988). A cada amostra 

adicionaram-se 30 ml de uma solução tampão de lise de glóbulos vermelhos (RBC) 

(NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 mM, Na2EDTA.2H2O 1 mM; pH=7,4) (Sigma) e foram 

colocadas em gelo durante 20 minutos, para potenciar a hemólise dos glóbulos 

vermelhos. As amostras foram centrifugadas a 2500 rpm, a 4°C, durante 15 minutos 

numa centrífuga refrigerada (Rotanta 460R, Hettich).  

Rejeitou-se o sobrenadante e adicionaram-se 20 ml de RBC e o pellet foi 

ressuspendido efetuando-se uma segunda centrifugação a 2500 rpm, a 4°C, durante 15 

minutos. O sobrenadante resultante da centrifugação foi rejeitado e foram adicionados 4 

ml de solução tampão de glóbulos brancos (NLB) (Tris-HCl 10 mM, NaCl 400 mM, 

Na2EDTA.2H2O 2mM; pH=8) (Sigma), 250 µl de dodecil sulfato de sódio (SDS) a 10% 

(Sigma) e 30 µl de proteinase k (20 mg/ml) (Roche). As amostras foram colocadas 

numa incubadora (Incubator S160D, Stuart Scientific) a 37°C durante 1 a 2 dias, em 

agitação constante. 

Após este período, adicionaram-se às amostras 3 ml de NaCl 6M (Sigma), de 

forma a precipitar as proteínas, tendo sido posteriormente centrifugadas a 3750 rpm à 

temperatura ambiente, durante 30 minutos. Ao sobrenadante obtido após a centrifugação 

foram adicionados 2 volumes de etanol absoluto frio, de forma a precipitar o DNA 

genómico, o qual foi depois lavado em etanol a 70% e colocado em eppendorfs com 

Tris-EDTA (Tris-HCl 10 mM, Na2EDTA.2H2O 1 mM; pH=8) (Sigma).  

 

2.3. Quantificação do DNA genómico por método espetrofotométrico 

 

 A quantificação de DNA genómico tem como objetivo determinar a pureza e a 

concentração do DNA, propriedades importantes para diversas técnicas laboratoriais, a 

título de exemplo a PCR. O método espectrofotométrico foi utilizado para quantificar as 

amostras, sendo que o DNA tem um pico de absorção a um comprimento de onda de 

260 nm, devido às bases purinas e pirimidinas. Por outro lado, os aminoácidos 

aromáticos absorvem essencialmente a 280 nm. Assim, as absorvâncias foram lidas no 

espectrofotómetro (Smart Spec Plus, Bio-Rad), tendo sido as amostras previamente 
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[DNA]µg/ml = Absorvância 260 nm × Fator de Diluição × Constante da dupla hélice 

diluídas num fator de 25 vezes em H2O MiliQ, submetidas a agitação no vórtex (MS1 

Minishaker, IKA) para homogeneização e colocadas numa cuvete de quartzo para 

leitura.  

A concentração, em µg/ml, é calculada recorrendo ao valor da absorvância a 260 

nm, considerando a seguinte relação: uma absorvância de 1,0 equivale a 50 µg/ml de 

DNA de cadeia dupla. (Nicklas e Buel, 2003). Assim sendo, a concentração é calculada 

através da seguinte equação: 

 

  

A pureza do DNA genómico é calculada através do quociente entre os valores 

das absorvâncias a 260 nm e a 280 nm, devendo este valor estar entre 1,5 e 2,0. Para 

valores inferiores a 1,5 considera-se que a amostra pode estar contaminada por proteínas 

e para valores superiores a 2,0, pode estar perante uma contaminação com RNA. 

 

2.4. Genotipagem 

 

2.4.1. Contextualização geral da metodologia para a genotipagem 

 

2.4.1.1. Reação em cadeia da polimerase  

 

A PCR é uma técnica que permite amplificar um segmento de DNA entre duas 

regiões com sequências conhecidas, tendo sido desenvolvida em 1984 pelo bioquímico 

americano Kary Mullis (Mullis, 1990). O constituinte mais importante da PCR é um par 

de oligonucleótidos, designados de primers. Cada primer tem um comprimento entre 15 

a 30 nucleótidos, e são complementares às regiões que flanqueiam a sequência de DNA 

que se pretende amplificar. O tamanho dos primers é de grande importância, pois se 

estes forem demasiado curtos podem hibridizar com sequências que não são as 

desejadas, e sendo demasiado compridos tornam a taxa de hibridização muito lenta 

(Brown, 2008). 

Outros constituintes necessários para a PCR são um buffer (uma solução 

tampão) e desoxirribonucleótidos trifosfatos (dNTPs) correspondentes aos quatro tipos 

de nucleótidos que formam as cadeias de DNA (dATP, dTTP, dCTP, dGTP). O buffer 
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permite manter o pH constante da solução de reação, enquanto que os dNTPs servem 

para a formação das novas cadeiras durante a amplificação. É ainda necessário adicionar 

a Taq DNA polimerase, uma enzima termoestável que liga os dNTPs de acordo com a 

complementaridade das bases. Esta enzima requer como cofator o ião Mg++, cuja 

concentração deve ser ajustada a cada reação de amplificação (Sambrook et al., 1989). 

A síntese de DNA é feita em ciclos, repetidos de 30 a 40 vezes, sendo que cada ciclo 

consiste na desnaturação da cadeira de DNA molde, através do aumento da temperatura 

até 95°C, seguido do emparelhamento dos primers às respetivas cadeias, a uma 

temperatura mais baixa entre 50-60ºC, e por fim, extensão dos mesmos, a uma 

temperatura de aproximadamente 72ºC, que é a temperatura ideal de atuação da 

TaqDNA polimerase. A temperatura de emparelhamento dos primers é particularmente 

importante. Esta deve ser baixa o suficiente para permitir a ligação dos primers às 

respetivas cadeias, mas suficientemente alta para prevenir as ligações não específicas, o 

que pode acontecer a temperaturas mais baixas, fazendo com que os primers percam a 

sua especificidade (Brown, 2008). Na figura 10 está representado o processo de 

amplificação.  

Figura 10 - Reação em cadeia da polimerase. A figura apresenta os três passos da PCR: 

1) desnaturação- a cadeia dupla de DNA é desnaturada recorrendo ao aumento 

da temperatura; 2) emparelhamento dos primers- os primers ligam-se às cadeias 

simples do DNA; 3) extensão- a Taq DNA polimerase liga os dNTPs à cadeia 

molde, de acordo com a complementaridade das bases. A repetição dos três 

passos permite obter uma quantidade elevada de DNA no final dos ciclos de 

amplificação.  
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O produto de amplificação de um ciclo serve como molde para o ciclo seguinte, 

duplicando assim o produto amplificado. No final da PCR obtém-se uma quantidade 

exponencial de DNA de 2n, onde n corresponde ao número de ciclos (Sambrook et al., 

1989). 

 

2.4.1.2. Enzimas de restrição  

 

A digestão enzimática dos fragmentos de DNA amplificados é feita com recurso 

a enzimas de restrição. Estas reconhecem uma sequência específica de DNA de cadeia 

dupla e clivam as ligações fosfodiéster em ambas as cadeias, entre determinados 

nucleótidos. As extremidades resultantes da clivagem podem ser do tipo cegas (figura 

11a) ou do tipo coesivas (figura 11b). As enzimas de restrição permitem localizar 

mutações, gerar mapas de linkage ou identificar genes de suscetibilidade (Loenen et al., 

2013). 

 

 

Os fragmentos que resultam da digestão enzimática podem ser observados por 

eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida.  

 

 

 

Figura 11 - Extremidades produzidas por diferentes enzimas de restrição. Em a) está 

representada uma extremidade cega produzida pela enzima HindII. Y= C ou T; 

R= A ou G. Em b) está representada uma extremidade coesiva produzida pela 

enzima HindII.  
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2.4.1.3. Eletroforese 

 

A eletroforese é uma técnica utilizada para separar, identificar e purificar 

fragmentos de DNA, que de outra forma não seria possível visualizar. Existem 

diferentes tipos, como por exemplo a eletroforese em gel de agarose ou em gel de 

poliacrilamida. A eletroforese em gel de poliacrilamida é mais eficiente quando se trata 

da separação de fragmentos mais pequenos e tem um poder de resolução elevado, 

permitindo a separação de fragmentos que difiram apenas por um par de bases. A 

eletroforese em gel de agarose é uma das mais utilizadas. Este tipo de eletroforese 

permite separar fragmentos de 200 pb a 50 kb. Apesar de ter um poder de resolução 

menor que a eletroforese em gel de poliacrilamida, tem uma taxa de separação melhor. 

Pode ser corrida numa configuração horizontal ou vertical, com um campo elétrico 

constante ou pulsado, sendo mais frequente utilizar-se uma configuração horizontal e 

um campo elétrico constante (Sambrook et al., 1989). 

 Quando se aplica o campo elétrico ao gel de agarose, o DNA, que tem carga 

negativa a pH neutro, migra em direção ao ânodo (elétrodo positivo). A velocidade de 

migração dos fragmentos de DNA depende, em grande parte, do tamanho dos mesmos, 

sendo que fragmentos mais pequenos migram a velocidades maiores, permitindo a 

separação. Outros fatores, como a concentração do gel de agarose, a conformação do 

DNA, a voltagem aplicada, a presença de corantes e a composição do buffer (solução 

tampão), também têm influência na velocidade de migração dos fragmentos de DNA 

durante a eletroforese. Nesta podem ser utilizados diferentes tipos de solução tampão, as 

quais contêm EDTA e Tris-acetato (TAE) ou Tris-borato (TBE) e ou Tris-fosfato 

(TPE). O tampão TBE é um dos mais utilizados por ter uma maior capacidade de 

tamponamento.  

De forma a permitir a visualização dos fragmentos de DNA resultantes da 

separação durante a eletroforese, adiciona-se ao gel um corante fluorescente, o brometo 

de etídio, que se intercala entre as bases do DNA. A radiação com um comprimento de 

onda de 254 nm é absorvida pelo DNA e transmitida para o corante e a radiação com 

302 nm e 366 nm é absorvida pelo próprio corante. Em ambos os casos, a energia é re-

transmitida a 590 nm na região do vermelho-alaranjado do espetro de luz visível. 

Assim, quando se faz incidir radiação sobre o gel de agarose, as zonas que contêm DNA 
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ligado ao brometo de etídio vão exibir um campo com maior fluorescência que o 

restante gel.  

Antes de se carregarem as amostras no gel, adiciona-se uma solução corante que 

permite dar densidade e cor às amostras. Dois exemplos de corantes são o azul de 

bromofenol e o xileno de cianol. O azul de bromofenol migra 2,2 vezes mais rápido que 

o xileno de cianol, independentemente da concentração do gel e em TBE 0,5X migra 

aproximadamente à mesma taxa que um fragmento de DNA de cadeia dupla com 300 

pb. O xileno de cianol migra à mesma taxa que um fragmento de 4 kb. Este corante 

facilita a visualização da evolução da migração do DNA durante a eletroforese 

(Sambrook et al., 1989). 

 

2.4.2. Protocolos experimentais de genotipagem para o estudo de genes das 

neurotrofinas 

 

2.4.2.1. Polimorfismo Val66Met do gene BDNF 

 

O polimorfismo Val66Met do gene BDNF localizado no cromossoma 11 foi 

estudado através da amplificação de DNA de acordo com o protocolo adaptado de 

Neves-Pereira et al. (2002).  

A solução de reação do PCR foi feita para um volume final de 25µl, tendo sido 

inicialmente desnaturado 125 ng de DNA genómico, a 95°C durante 5 minutos. Ao 

DNA desnaturado adicionou-se uma solução tampão 1x de Taq DNA polimerase (Tris-

HCl 200 mM, KCl 500 mM; pH=8,4) (Invitrogen), MgCl2 1,5 mM, dNTPs 200µM 

(Invitrogen), primers 0,4 µM (Invitrogen) cada e Taq DNA polimerase 0,04 U/µl 

(Invitrogen).  

A amplificação ocorreu num termociclador (Bio-Rad), tendo sido cada ciclo do 

PCR realizado a 94°C durante 30 segundos para desnaturação, 60°C durante 30 

segundos para annealing e 72°C durante 30 segundos para extensão, num total de 30 

ciclos e uma extensão final a 72°C durante 5 minutos. Após amplificação foram 

testados 5 µl de produto amplificado, em gel de agarose a 3,5%. Posteriormente, o 

produto de amplificação foi digerido com a enzima de restrição Eco72I (MBI 

Fermentas) (ver figura 12), a 37°C durante a noite.  
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A separação dos fragmentos foi visualizada recorrendo a um gel de agarose a 

3,5%, corado previamente com brometo de etídio (10mg/ml) (Invitrogen), num sistema 

de eletroforese horizontal (Bio-Rad), sujeito a uma voltagem de 100V. Como tampão, 

foi utilizado TBE 1x (Tris-base 89 mM, ácido bórico 89 mM, Na2EDTA.2H2O 2 mM). 

Antes de serem carregadas no gel de agarose, as amostras foram coradas com uma 

solução corante constituído por azul de bromofenol (0,05 m/v), xileno cianol (0,05 m/v) 

e glicerol (30% v/v). Ao gel adicionou-se ainda um marcador de peso molecular (Gene 

Ruler 100pb DNA ladder, MBI Fermentas) de forma a ser possível comparar o tamanho 

dos fragmentos de DNA. O gel foi visualizado no aparelho Gel Doc (Bio-Rad). 

  

2.4.2.2. Polimorfismo S205L do gene p75NTR 

 

Para o estudo do polimorfismo S205L, localizado no exão 5 do gene p75NTR 

(Huebner et al., 1986), foi utilizado a técnica de Kunugi et al. (2004), com algumas 

alterações, para a amplificação de DNA. 

 Inicialmente foram desnaturados 50 ng de DNA genómico, a 95°C durante 10 

minutos. Ao DNA desnaturado adicionou-se uma solução tampão 1x de Taq DNA 

polimerase (Tris-HCl 200 mM, KCl 500 mM, pH=8,4) (Invitrogen), MgCl2 1,25 mM, 

dNTPs 100 µM (Invitrogen), primers 0,1 µM (Invitrogen) e Taq DNA polimerase 0,04 

U/µl (Invitrogen), de forma a perfazer um volume final da solução de reação de 25µl.  

 Para a realização da amplificação recorreu-se a um termociclador (Bio-Rad). 

Cada ciclo do PCR foi realizado a 95°C durante 30 segundos para desnaturação, 58°C 

durante 20 segundos para annealing e 72°C durante 30 segundos para extensão, num 

total de 35 ciclos e uma extensão final a 72°C durante 3 minutos. Com o objetivo de 

Figura 12 - Local de corte da enzima de restrição Eco72I. Esta enzima, ao cortar a 

cadeia de DNA dá origem a uma extremidade do tipo cega.  
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testar a amplificação, antes de proceder à digestão com a enzima de restrição, 5µl do 

produto amplificado foram testados.  

O produto de amplificação foi digerido com a enzima de restrição BanII (New 

England Biolabs) (ver figura 13), a 37°C durante a noite.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Local de corte da enzima de restrição BanII. Esta enzima, ao cortar a cadeia 

de DNA dá origem a uma extremidade do tipo coesiva. Legenda: Y=C ou T; 

R=A ou G.  

 

A separação dos fragmentos foi visualizada recorrendo a um gel de agarose a 3 

%, corado previamente com brometo de etídio (10 mg/mL) (Bio-Rad), num sistema de 

eletroforese horizontal (Bio-Rad), sujeito a uma voltagem de 100V. A solução tampão 

utilizada foi o TBE 1x (Tris-base 89 mM, ácido bórico 89 mM, Na2EDTA.2H2O 2 

mM). De forma a dar densidade às amostras, adicionou-se uma solução corante de azul 

de bromofenol a 0,05 m/v e 30% v/v. Para se poderem comparar os tamanhos dos 

fragmentos de DNA, foi adicionado ao gel um marcador de peso molecular (Gene Ruler 

100pb DNA ladder, MBI Fermentas). A visualização dos fragmentos de digestão do 

DNA foi efetuada no Gel Doc (Bio-Rad).  

 

2.5. Análise estatística 

 

A análise estatística foi efetuada com o Primer of Biostatistics program (versão 

3.01) (Glantz, 1992). Neste estudo, procederam-se a diferentes análises comparando 

uma amostra total de ambos os sexos de doentes dependentes de álcool/controlos sem 

historial de doenças psiquiátricas ou dependência de drogas lícitas e ilícitas; amostra de 

ambos os sexos de doentes dependentes de álcool com historial de consumo de tabaco/ 

doentes dependentes de álcool sem historial do consumo de tabaco; amostra do sexo 

masculino de doentes dependentes de álcool com historial de consumo de drogas 
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ilícitas/doentes dependentes de álcool sem historial de consumo de drogas ilícitas; 

amostra do sexo masculino de doentes dependentes de álcool com historial de violência 

doméstica/doentes dependentes de álcool sem historial de violência doméstica. A 

análise da distribuição genotípica e alélica foi efetuada recorrendo a tabelas de 

contingência utilizando o Qui-quadrado e para valores de p< 0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 

 

  



 

 
37 

  

Resultados e Discussão 
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Figura 14 – Eletroforese em gel de agarose a 3,5 % relativa ao produto amplificado do 

polimorfismo Val66Met do gene BDNF. Legenda da figura: 1 a 4 representam 

as bandas de produto amplificado do referido polimorfismo; 5 representa uma 

amostra não amplificada; 6 representa o controlo negativo. M representa o 

marcador de peso molecular de 100 pb. 

3. Resultados e discussão 
 

3.1. Gene candidato BDNF  

 

 A nível mundial, o modelo neurotrófico tem sido implicado na dependência de 

drogas (Davis, 2008). Entre as neurotrofinas, o gene BDNF é considerado um candidato 

altamente promissor para a etiologia da dependência de drogas lícitas e das drogas 

ilícitas. Como já referido anteriormente, o polimorfismo Val66Met consiste na alteração 

de um nucleótido G por um A na posição 196 do gene BDNF, levando a uma alteração 

do aminoácido Val para Met, na posição 66 da proteína. Assim, para o desenvolvimento 

do projeto de investigação, procedeu-se à amplificação do DNA e o fragmento 

amplificado resultante do PCR, realizado conforme descrito no ponto 2.4.2.1 é 

constituído por 113 pb (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Procedeu-se à digestão enzimática com a enzima Eco72I resultando dois 

fragmentos, um com 78 pb e outro com 35 pb, correspondentes ao alelo Val. Os 

fragmentos de 113 pb correspondem ao alelo Met (figura 15).  
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Figura 15 – Separação dos fragmentos de DNA do polimorfismo Val66Met do gene 

BDNF, em gel de agarose a 3,5%, resultantes da digestão com a enzima Eco72I. 

Legenda da figura: 1, 3, 6, 9 e 10 representam indivíduos heterozigóticos (Val/Met); 7 

representa um indivíduo homozigótico para o alelo Met (Met/Met); 2, 4, 5, 8 e 11 

representam homozigóticos para o alelo Val (Val/Val). M representa o marcador de 

peso molecular de 100 pb.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.1. Polimorfismo Val66Met e a dependência de álcool  

 

 Para a dependência de álcool têm sido efetuados alguns estudos de associação 

com o polimorfismo Val66Met do gene BDNF, em diferentes populações mundiais. No 

entanto, os resultados obtidos são inconsistentes. Contudo não existem estudos 

genéticos na população portuguesa. No sentido de se investigar o polimorfismo 

Val66Met do gene BDNF na etiologia da dependência de álcool utilizou-se a 

estratégia de associação e as distribuições genotípicas e alélicas da amostra total de 

doentes dependentes de álcool e amostra controlo estão representadas na tabela 1. 
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Tabela 1 - Polimorfismo Val66Met do gene BDNF na amostra total de doentes 

dependentes de álcool e controlos: distribuição genotípica e alélica  

 

Como pode ser verificado na tabela 1 não há associação entre o Val66Met do 

gene BDNF e a dependência alcoólica em relação aos genótipos (χ2=0,979; df=2; 

p=0,613) ou aos alelos (χ2= 0,194; df=1; p=0,660). Estes resultados estão de acordo 

com os estudos realizados, utilizando a estratégia de associação case-control em 

amostras com descendência europeia-americana (Zhang et al., 2006), japonesa 

(Matsushita et al., 2004) e chinesa (Tsai et al., 2005), nos quais também não foi 

detetada associação entre a dependência de álcool e o polimorfismo Val66Met do gene 

BDNF. Um outro estudo de associação realizado por Grzywacz e colaboradores (2010) 

numa amostra de famílias de origem caucasiana da população da Polónia também não 

revelou associação entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a dependência de 

álcool. 

Mais recentemente, foi realizada uma investigação onde se pretendia avaliar a 

associação entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a dependência de álcool, 

numa população de 675 doentes alcoólicos caucasianos da Croácia, subdivididos de 

acordo com a presença/ausência de depressão relacionada com o álcool, agressão, 

tentativa ou comportamento suicida, síndrome de abstinência, início prematuro ou 

tardio do abuso de álcool, dependência de álcool moderada ou acentuada. Não foi 

detetada qualquer associação entre o polimorfismo estudado e os fenótipos 

mencionados (Nedic et al., 2013). No entanto, o polimorfismo estudado foi associado à 

dependência de álcool numa amostra de 68 indivíduos do sexo masculino da população 

coreana, com idades iguais ou superiores a 65 anos (Shin et al., 2010). Neste estudo foi 

 Genótipos Alelos 

Dependentes de 

álcool 

n=534 

Met/Met 

(%) 

Val/Met 

(%) 

Val/Val 

(%) 

Met 

(%) 

Val 

(%) 

24 

(4,5) 

183 

(34,3) 

327 

(61,2) 

231 

(21,6) 

837 

(78,4) 

Controlos 

n=275 

14 

(5,1) 

85 

(30,9) 

176 

(64,0) 

113 

(20,5) 

437 

(79,5) 

 χ2=0,979; df=2; p=0,613 χ2= 0,194; df=1; p=0,660 
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obtida uma maior frequência do alelo Met nos doentes dependentes de álcool quando 

comparados com o grupo controlo (genótipo Met/Met=27,9% e alelo Met=58,1%). 

Curiosamente, numa amostra de 154 doentes com dependência de álcool da população 

da Polónia, o alelo Val e o genótipo Val/Val está associado a recaída após tratamento da 

dependência de álcool (Wojnar et al., 2009). Esta diferença de resultados pode estar 

relacionada com a idade, ancestralidade dos indivíduos da amostra e o tamanho da 

amostra estudada. 

Os resultados obtidos na amostra da população portuguesa parecem sugerir que 

o polimorfismo Val66Met do gene BDNF não desempenha um papel major na etiologia 

da dependência de álcool. Contudo, é importante o estudo de outros polimorfismos no 

gene BDNF no sentido de se efetuar a análise de haplotipos que é mais poderosa, 

comparativamente a uma análise de marcadores individuais e desta forma esclarecer o 

envolvimento do gene mencionado, na etiologia da dependência de álcool. De facto, 

observaram-se níveis alterados de BDNF no plasma de indivíduos dependentes de 

álcool (Joe et al., 2007), bem como em indivíduos em abstinência de álcool (Hilburn et 

al., 2011). Estudos recentes mostram também que o genótipo Val/Val pode estar 

relacionado com a recuperação de volume de substância cerebral cinzenta em doentes 

dependentes de álcool em abstinência, bem como o genótipo Val/Met relativamente 

substância cerebral branca (Mon et al., 2013). 

  

3.1.2. Polimorfismo Val66Met e consumo de tabaco 

 

No sentido de se avaliar o polimorfismo Val66Met do gene BDNF no consumo 

de tabaco procedeu-se à análise estatística e na tabela 2 estão representados os 

resultados das frequências genotípicas e alélicas. Relativamente aos genótipos e alelos, 

os resultados obtidos não revelaram diferenças estatisticamente significativas entre a 

amostra de doentes dependentes de álcool e consumidores de tabaco versus doentes 

dependentes de álcool não consumidores de tabaco, para o polimorfismo Val66Met do 

gene BDNF.  
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Tabela 2 – Polimorfismo Val66Met do gene BDNF na amostra de doentes dependentes 

de álcool e com historial de consumo de tabaco: distribuição genotípica e alélica 

 

Os resultados obtidos sugerem que o polimorfismo Val66Met do gene BDNF 

não desempenha um papel direto na etiologia do consumo de tabaco na amostra 

estudada da população portuguesa. Em relação ao polimorfismo Val66Met do gene 

BDNF, até ao momento os resultados de estudos genéticos efetuados a nível mundial 

são contraditórios (Tobacco and Genetics Consortium, 2010). Um estudo realizado com 

indivíduos caucasianos de descendência alemã obteve associação entre o alelo Met do 

polimorfismo Val66Met do gene BDNF e o consumo de tabaco (Lang et al., 2007). No 

entanto, um segundo estudo efetuado numa amostra maior da mesma população não 

replicou a associação entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e o consumo de 

tabaco (Montag et al., 2008). 

Mais recentemente, num estudo realizado com indivíduos da população Chinesa 

não foi encontrada associação entre o polimorfismo estudado e o consumo de tabaco 

(Zhang et al., 2012). No entanto, os fumadores portadores do alelo Met mostraram uma 

tendência para iniciar o consumo de tabaco mais cedo (Zhang et al., 2012). 

 Um outro estudo que pretendia comparar a concentração de BDNF no plasma de 

consumidores de tabaco com o polimorfismo Val66Met do gene BDNF concluiu que de 

facto a concentração da proteína BDNF é maior em fumadores, mas o polimorfismo 

estudado parece não ter qualquer relação com este aumento (Suriyaprom et al., 2013). O 

esclarecimento destes resultados pode passar por estudar outros polimorfismos do gene 

BDNF, uma vez que estudos recentes detetaram uma associação entre o polimorfismo 

 Genótipos Alelos 

Dependência de 

álcool com 

consumo de tabaco 

n=203 

Met/Met 

(%) 

Val/Met 

(%) 

Val/Val 

(%) 

Met 

(%) 

Val 

(%) 

12 

(5,9) 

67 

(33,0) 

124 

(61,1) 

91 

(22,4) 

315 

(77,6) 

Dependência de 

álcool sem 

consumo de tabaco 

n=181 

6 

(3,3) 

63 

(34,8) 

112 

(61,9) 

75 

(20,7) 

287 

(79,3) 

 χ2=1,478; df=2; p=0,478 χ2= 0,232; df=1; p=0,630 
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rs4923461 e consumidores de tabaco (Halldén et al., 2013). As diferenças entre os 

resultados obtidos nos distintos estudos podem ser explicadas por diferenças 

populacionais, pois as frequências alélicas variam de população para população (The 

1000 Genomes Project Consortium, 2012), pelo tamanho da amostra e pelos diferentes 

critérios de diagnóstico que possam ter sido usados nos diferentes estudos. 

 

3.1.3. Polimorfismo Val66Met e consumo de drogas ilícitas 

 

O BDNF tem sido também implicado na etiologia da dependência de drogas 

ilícitas. Assim, investigámos o polimorfismo Val66Met do gene BDNF numa amostra 

do sexo masculino de doentes dependentes de álcool, com historial de consumo de 

drogas ilícitas e os resultados estão apresentados na tabela 3.  

 

Tabela 3 - Polimorfismo Val66Met do gene BDNF na amostra de doentes dependentes 

de álcool e com historial de consumo de drogas ilícitas: distribuição genotípica e 

alélica 

 

 

 

Como pode ser observado não se verificou associação entre o polimorfismo 

Val66Met do gene BDNF e a dependência de drogas ilícitas quer em relação aos 

 Genótipos Alelos 

Dependência de 

álcool com 

consumo de 

drogas ilícitas 

n=73 

Met/Met 

(%) 

Val/Met 

(%) 

Val/Val 

(%) 

Met 

(%) 

Val 

(%) 

3 

(4,1) 

29 

(39,7) 

41 

(56,2) 

35 

(24,0) 

111 

(76,0) 

Dependência de 

álcool sem 

consumo de 

drogas ilícitas 

n=64 

2 

(3,1) 

25 

(39,1) 

37 

(57,8) 

29 

(22,7) 

99 

(77,3) 

 χ2=0,111; df=2; p=0,946 χ2=0,013; df=1; p=0,909 
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genótipos (χ2=0,111; df=2; p=0,946), quer em relação aos alelos (χ2=0,013; df=1; 

p=0,909). Os resultados obtidos estão de acordo com os estudos realizados, utilizando a 

estratégia de associação case-control em amostras com descendência europeia-

americana (Zhang et al., 2006). Recentemente, foi efetuado um estudo na população 

polaca, numa amostra de dependentes de agentes psicoativos (anfetaminas, canábis e 

opiáceos) e resultados negativos foram igualmente obtidos para o polimorfismo 

Val66Met do gene BDNF (Biskupska et al., 2013).  

Apesar dos nossos resultados serem negativos a hipótese neurotrófica é 

altamente promissora para a dependência de drogas ilícitas. Assim é importante 

continuar este estudo numa amostra maior, bem como estudar outros polimorfismos no 

gene BDNF, uma vez que foram detetados níveis alterados de BDNF no plasma de 

indivíduos em abstinência de álcool e drogas ilícitas como a cocaína e as 

metamfetaminas (Hilburn et al., 2011). Além disso, o consumo de drogas ilícitas como 

a cocaína leva a alterações nos elementos promotores CREB e MeCP2 da expressão de 

BDNF (McCarthy et al., 2012). Face ao exposto, seria importante também estudar 

alterações nos genes que codificam as proteínas CREB e MeCP2 e que poderão explicar 

as alterações na expressão do BDNF.  

 

3.1.4. Polimorfismo Val66Met e violência doméstica  

 

Do que se sabe até ao momento, não existe qualquer estudo genético a nível 

mundial realizado na violência doméstica. Deste modo, propusemos investigar o 

polimorfismo Val66Met do gene BDNF na etiologia da violência doméstica, numa 

amostra de indivíduos dependentes de álcool com historial de violência doméstica. No 

presente estudo não foi encontrada associação entre o polimorfismo Val66Met do gene 

BDNF e a violência doméstica, nem para o distribuição genotípica (χ2=0,110; df=2; 

p=0,946) nem para a distribuição alélica (χ2=0,039; df=1; p=0,843) (Tabela 4), 

sugerindo que este polimorfismo não se encontra envolvido na etiologia da violência 

doméstica na amostra estudada da população portuguesa. 
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Tabela 4 - Polimorfismo Val66Met do gene BDNF na amostra de doentes dependentes 

de álcool com historial de violência doméstica: distribuição genotípica e alélica 

 

Apesar de não existiram estudos de associação entre o polimorfismo Val66Met 

do gene BDNF e a violência doméstica, existem outros estudos realizados em 

dependentes de álcool de uma população chinesa (Tsai et al., 2005) e caucasianos 

(Nedic et al., 2013), com historial de violência onde também não foi encontrada 

associação entre o polimorfismo estudado e a agressividade. Por outro lado, num estudo 

de uma amostra da população japonesa, de indivíduos dependentes de álcool e com 

comportamento violento foi observado uma maior frequência quer do genótipo Met/Met 

quer do alelo Met nestes indivíduos (Mutsushita et al., 2004). Mais recentemente, o 

polimorfismo Val66Met do gene BDNF foi também associado ao método violento de 

consumar o suicídio (Pregelj et al., 2011). Apesar dos nossos resultados serem 

negativos é importante continuar este estudo na população portuguesa, bem como 

efetuar o mesmo noutras populações mundiais, no sentido de desenvolver medidas 

preventivas de forma a identificar indivíduos em risco e diminuir este grave problema 

de saúde pública a nível global.  

 

 

 

 

 Genótipos Alelos 

Dependência de 

álcool com 

violência 

doméstica 

n=99 

Met/Met 

(%) 

Val/Met 

(%) 

Val/Val 

(%) 

Met 

(%) 

Val 

(%) 

4 

(4,0) 

37 

(37,4) 

58 

(58,6) 

45 

(22,7) 

153 

(77,3) 

Dependência de 

álcool sem 

violência 

doméstica 

n=87 

4 

(4,6) 

34 

(39,1) 

49 

(56,3) 

42 

(24,1) 

132 

(75,9) 

 χ2=0,110; df=2; p=0,946 χ2=0,039; df=1; p=0,843 
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3.2. Gene candidato p75NTR 

 

Outro dos genes candidatos do sistema neurotrófico proposto para o estudo da 

dependência de drogas lícitas e ilícitas foi o gene p75NTR, uma vez que se encontra 

envolvido em processos de sobrevivência e morte a nível das células cerebrais em 

regiões envolvidas no sistema de recompensa (Barker, 2004), tendo sido este sistema 

pioneiro da investigação genética da dependência de álcool. Para o estudo do 

polimorfismo S205L localizado no exão 4 do gene p75NTR, o tamanho do fragmento 

amplificado de DNA de 386pb está representado na figura 16.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O DNA amplificado foi sujeito a digestão com a enzima BanII e os fragmentos 

resultantes estão apresentados na figura 13, estando o alelo S representado pelos 

fragmentos de 289 pb e 97 pb e o alelo L pelo fragmento de 386 pb.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Eletroforese em gel de agarose a 3% com o produto de amplificação do 

polimorfismo S205L do gene p75NTR. Legenda da figura: 1 a 5 representam 

as bandas de produto amplificado do referido polimorfismo; 6 representa o 

controlo negativo; M representa o marcador de peso molecular de 100pb.  
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3.2.1. Polimorfismo S205L e a dependência de álcool 

 

Estudos efetuados demonstram que a ingestão de etanol aumenta a expressão de 

recetor p75NTR (Do et al., 2013). Assim propusemos investigar uma eventual associação 

entre o polimorfismo S205L do gene p75NTR e a dependência de álcool, numa amostra 

da população portuguesa. A tabela 5 apresenta os resultados referentes à dependência de 

álcool da amostra total, mostrando as frequências genotípicas e alélicas do 

polimorfismo S205L do gene p75NTR. 

 

Tabela 5 – Polimorfismo S205L do gene p75NTR na amostra total de doentes 

dependentes de álcool e controlos: distribuição genotípica e alélica  

 Genótipos Alelos 

Dependência 

alcoólica 

n=708 

L/L 

1,1 

S/L 

1,2 

S/S 

2,2 

L 

(%) 

S 

(%) 

9 

(1,3) 

118 

(16,7) 

581 

(82,1) 

136 

(9,6) 

1280 

(90,4) 

Controlos 

n=261 

10 

(3,8) 

40 

(15,3) 

211 

(80,8) 

60 

(11,5) 

462 

(88,5) 

 χ2=6,620; df=2; p=0,037 χ2=1,298; df=1; p=0,255 

Figura 17 - Separação dos fragmentos de DNA do polimorfismo S205L do gene p75NTR, em 

gel de agarose a 3%, resultantes da digestão com a enzima BanII. Legenda da figura: 1 e 

8 representam indivíduos heterozigóticos (S/L); 3 representa um indivíduo homozigótico para 

o alelo L (L/L); 2, 4, 5, 6, 7 e 9 representam homozigóticos para o alelo S (S/S); M representa 

o marcador de peso molecular de 100pb.  
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Relativamente ao genótipo, a análise dos resultados do polimorfismo S205L do 

gene p75NTR, utilizando uma estratégia de associação revelou diferenças estatisticamente 

significativas comparando a amostra total de dependentes de álcool e a amostra controlo 

(χ2=6,620; df=2; p=0,037). Resultados negativos foram obtidos para a análise dos 

alelos. Deste modo, na população portuguesa, os resultados sugerem que o 

polimorfismo S205L do gene p75NTR desempenha um papel direto na dependência de 

álcool, apesar de carecem de replicação noutras populações mundiais. À luz do nosso 

conhecimento podemos afirmar que, até à data, este é o primeiro estudo de associação 

realizado a nível mundial entre o polimorfismo S205L do gene p75NTR e a dependência 

de drogas, em particular a dependência de álcool. O polimorfismo S205L do gene 

p75NTR conduz a uma alteração de uma serina por uma leucina na região rica em 

serinas/treoninas intracelular do recetor. Apesar do mecanismo envolvido não estar 

completamente esclarecido, esta alteração pode estar envolvida no correto enrolamento 

da proteína na localização celular, na interação proteína proteína e na dimerização dos 

recetores. De facto, é crucial realizar mais estudos quer genéticos com variantes 

genéticas na população portuguesa e noutras populações mundiais, quer estudos 

funcionais de forma a clarificar a repercussão que desempenha o polimorfismo S205L 

do gene p75NTR ao nível da função do recetor. 

 

3.2.2. Polimorfismo S205L e o consumo de tabaco 

 

 À semelhança dos estudos anteriores procedeu-se também à análise dos 

resultados dos estudos de associação entre o polimorfismo S205L do gene p75NTR e o 

consumo de tabaco. A distribuição genotípica e alélica do polimorfismo S205L do gene 

p75NTR da amostra de doentes dependentes de álcool com e sem historial de consumo de 

tabaco estão representadas na tabela 6. 
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Tabela 6 - Polimorfismo S205L do gene p75NTR na amostra de doentes dependentes de 

álcool e com historial de consumo de tabaco: distribuição genotípica e alélica 

 

Utilizando a estratégia do gene candidato, a análise estatística revelou associação 

entre o polimorfismo S205L do gene p75NTR e a dependência de tabaco para o genótipo 

(χ2=9,235; df=2; p=0,010). Similarmente também foi obtida associação para a 

distribuição alélica (χ2=9,115; df=1; p=0,003). Assim, parece haver uma predisposição 

para o consumo de tabaco nos indivíduos que apresentam os genótipos L/L (2,3% vs 

0,7%) e S/L (21,3% vs 13,0%), bem como o alelo L (13,0% vs 7,2%). Com base nos 

resultados obtidos podemos inferir que o polimorfismo S205L do gene p75NTR é um 

fator de risco para a dependência do tabaco na população portuguesa. Salienta-se que 

este é o primeiro estudo genético efetuado a nível mundial e neste contexto 

impulsionará a investigação do polimorfismo S205L do gene p75NTR noutras populações 

mundiais. De facto, é importante continuar os estudos genéticos com diferentes 

variantes genéticas no gene p75NTR que permitirá efetuar a análise de haplotipos e por 

outro lado estudar genes de outros sistemas, nomeadamente o sistema colinérgico que 

interage com o p75NTR (Martinowich et al., 2012). 

 

3.2.3. Polimorfismo S205L e consumo de drogas ilícitas 

 

No sentido de se avaliar também a hipótese do polimorfismo S205L do gene 

p75NTR na etiologia da dependência de drogas ilícitas, efetuou-se a análise de associação 

numa amostra da população portuguesa, de indivíduos dependentes de álcool com e sem 

 Genótipos Alelos 

Dependência de 

álcool com 

consumo de tabaco 

n=258 

L/L 

(%) 

S/L 

(%) 

S/S 

(%) 

L 

(%) 

S 

(%) 

6 

(2,3) 

55 

(21,3) 

197 

(76,4) 

67 

(13,0) 

449 

(87,0) 

Dependência de 

álcool sem 

consumo de tabaco 

n=276 

2 

(0,7) 

36 

(13,0) 

238 

(86,2) 

40 

(7,2) 

512 

(92,8) 

 χ2=9,235; df=2; p=0,010 χ2=9,115; df=1; p=0,003 
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historial de dependência de drogas ilícitas. Na tabela 7 observa-se uma percentagem 

maior dos genótipos S/L na amostra de dependentes de álcool com historial de consumo 

de drogas ilícitas (18,1%) comparativamente à amostra controlo de indivíduos 

dependentes de álcool sem historial de consumo de drogas ilícitas (15,9%).  

 

Tabela 7 - Polimorfismo S205L do gene p75NTR na amostra de doentes dependentes de 

álcool e com historial de consumo de drogas ilícitas: distribuição genotípica e 

alélica 

 

Os resultados obtidos parecem sugerir que o polimorfismo S205L do gene 

p75NTR não está diretamente envolvido na etiologia da dependência de drogas ilícitas. 

Contudo, é importante realizar estudos adicionais do polimorfismo S205L do gene 

p75NTR numa amostra maior da população portuguesa, de forma a esclarecer o papel do 

gene p75NTR na etiologia da dependência de drogas ilícitas na nossa população. É 

igualmente importante aprofundar o conhecimento sobre o sistema neurotrófico, com o 

intuito de colmatar a lacuna existente na investigação nesta área, face ao envolvimento 

do mesmo ao nível do SNC, sendo imprescindível para combater a grave problemática 

que é a dependência de drogas ilícitas a nível mundial.  

 

 

 

 Genótipos Alelos 

Dependência de 

álcool com 

consumo de 

drogas ilícitas 

n=83 

L/L 

(%) 

S/L 

(%) 

S/S 

(%) 

L 

(%) 

S 

(%) 

0 

(0,0) 

15 

(18,1) 

68 

(81,9) 

15 

(9,0) 

151 

(91,0) 

Dependência de 

álcool sem 

consumo de 

drogas ilícitas 

n=82 

2 

(2,4) 

13 

(15,9) 

67 

(81,7) 

17 

(10,4) 

147 

(89,9) 

 χ2=2,144; df=2; p=0,342 χ2=0,049; df=1; p=0,824 
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3.2.4. Polimorfismo S205L e violência doméstica 

 

A violência doméstica como mencionado anteriormente é um grave problema de 

saúde pública que urge combater. Assim, face ao papel crucial que desempenha o 

sistema neurotrófico no SNC colocámos também a hipótese do polimorfismo S205L do 

gene p75NTR poder estar eventualmente associado à violência doméstica. Neste contexto, 

recorrendo a uma análise estatística, procedeu-se ao estudo do polimorfismo S205L do 

gene p75NTR comparando uma amostra de indivíduos dependentes de álcool com e sem 

historial de violência doméstica. As frequências genotípicas e alélicas estão 

representadas na tabela 8. Para os genótipos e alelos, a análise dos resultados não 

revelou diferenças estatisticamente significativas comparando indivíduos dependentes 

de álcool com e sem historial de violência doméstica.  

 

Tabela 8 – Polimorfismo S205L do gene p75NTRna amostra de doentes dependentes de 

álcool com historial de violência doméstica: distribuição genotípica e alélica 

 

Os resultados parecem sugerir que o polimorfismo S205L do gene p75NTR não 

tem um papel relevante na perpretação de violência doméstica (distribuição genotípica: 

χ2=1,074; df=2; p=0,585; distribuição alélica χ2=0,542; df=1; p=0,462). É importante 

mencionar, que tenhamos conhecimento, não existem outros estudos genéticos a nível 

mundial que investiguem o envolvimento do polimorfismo S205L do gene p75NTR com 

 Genótipos Alelos 

Dependência de 

álcool com 

violência 

doméstica 

n=91 

L/L 

(%) 

S/L 

(%) 

S/S 

(%) 

L 

(%) 

S 

(%) 

1 

(1,1) 

12 

(13,2) 

78 

(85,7) 

14 

(7,7) 

168 

(92,3) 

Dependência de 

álcool sem 

violência 

doméstica 

n=96 

1 

(1,0) 

18 

(18,8) 

77 

(80,2) 

20 

(10,4) 

172 

(89,6) 

 χ2=1,074; df=2; p=0,585 χ2=0,542; df=1; p=0,462 
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a violência doméstica. Face ao tamanho da amostra estudada pretende-se dar 

continuidade ao estudo do polimorfismo mencionado, bem como investigar novas 

variantes genéticas que possam ser relevantes para a etiologia da violência doméstica. A 

identificação de fatores de risco genético é essencial para que possamos identificar 

indivíduos em risco e desenvolver estratégias de prevenção e combate à violência 

doméstica.  
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Conclusões 
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4. Conclusões  
 

Neste estudo foi utilizada a estratégia do gene candidato e relativamente ao 

polimorfismo Val66Met do gene BDNF não se observou associação entre o 

polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a dependência de álcool. Também não se 

verificou associação quando a amostra de dependentes de álcool foi estratificada em 

indivíduos com historial de consumo de tabaco e de drogas ilícitas, bem como com 

historial de violência doméstica.  

No que se refere ao gene p75NTR, verificou-se associação entre o polimorfismo 

S205L e a dependência de álcool relativamente aos genótipos, mas não aos alelos. Tal 

como foi efetuado para o gene BDNF, a amostra foi estratificada em dependentes de 

álcool com historial de consumo de tabaco e drogas ilícitas, e violência doméstica. Após 

esta análise, detetou-se associação entre a dependência de tabaco e o polimorfismo 

S205L do gene p75NTR, tanto em relação à distribuição genotípica, como em relação à 

distribuição alélica. No entanto, não se verificou associação do polimorfismo estuado 

com a dependência de drogas ilícitas nem com a violência doméstica.  

Assim, pode conclui-se deste estudo, que o gene BDNF, apesar de todas as 

evidências demonstradas, parece não estar diretamente envolvido na etiologia da 

dependência de drogas lícitas e ilícitas, bem como na etiologia da violência doméstica. 

Por outro lado, o polimorfismo S205L do gene p75NTR parece ser um fator de risco na 

dependência de álcool e de tabaco, mas não na dependência de drogas ilícitas nem na 

violência doméstica. Desta forma, este estudo é importante, pois deixa-nos um passo 

mais perto de entendermos os mecanismos inerentes à dependência de drogas e poderá 

fomentar a investigação noutras populações mundiais.  
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5. Perspetivas futuras  
 

Conjugando os resultados obtidos no trabalho desenvolvido e as evidências do 

envolvimento das neurotrofinas no sistema de recompensa, como por exemplo, o 

aumento de níveis de BDNF na fenda sináptica quando há o consumo de cocaína (figura 

18) (McCarthy et al.,2012), seria de extrema importância estudar, por um lado genes 

candidatos do sistema de recompensa, que inclui o sistema dopaminérgico, 

serotoninérgico, GABAérgico e glutamatérgico, analisando tagSNPs, e por outro lado 

estudar variantes genéticas dos recetores TrKB, os quais são específicos para o BDNF. 

Seria igualmente importante estudar a interação gene-gene, isto é a interação do gene 

BDNF com os genes dos outros sistemas mencionados, bem como a interação gene-

ambiente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tendo em conta os resultados obtidos em relação ao gene p75NTR, é importante 

proceder a estudos funcionais de forma a investigar as alterações que o polimorfismo 

S205L pode ter nos mecanismos inerentes à dependência de drogas. Seria também 

crucial proceder a estudos de farmacogenética. 

 

Figura 18 - alterações induzidas pela cocaína na expressão de BDNF na via 

mesolímbica. a) a cocaína interage com o CREB e com MeCP2 (promotores da 

expressão de BDNF, no exão IV) aumentando a transcrição do gene BDNF. b) a 

cocaína liga-se aos recetores de dopamina no terminal pré-sináptico da célula 

neuronal, bloqueando a recaptação de dopamina e aumentando os níveis deste 

neurotransmissor na fenda sináptica.  
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Face ao exposto, no seu conjunto permitirá abordar a problemática da 

dependência de drogas lícitas, ilícitas e violência doméstica, de uma forma mais 

abrangente, permitindo utilizar a farmacogenética com o intuito de providenciar 

estratégias de tratamento específicas para cada indivíduo e combater precocemente a 

dependência e a violência associada à mesma.  
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