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Resumo 

 A Perturbação do Défice de Atenção e Hiperatividade (PDAH) é a doença 

neuropsiquiátrica mais comum nas faixas etárias mais baixas e apresenta repercussões 

nos diversos níveis sociais, familiares e económicos. A PDAH caracteriza-se por 

sintomas de hiperatividade, impulsividade e falta de atenção, e subdivide-se em três 

subtipos, o inatento, o hiperativo-impulsivo e o misto. Várias evidências sugerem que o 

sistema neurotrófico, particularmente o BDNF e o recetor p75NTR, desempenham um 

papel importante na etiologia da PDAH. Na população portuguesa não existem estudos 

genéticos relacionados com o sistema neurotrófico. Neste trabalho investigou-se os 

polimorfismos Val66Met do gene BDNF e S205L do gene p75NTR na etiologia da PDAH 

e procedeu-se também à análise de género e subtipos da patologia, na população 

portuguesa, utilizando a metodologia PCR-RFLP.  

Através das estratégias HRR e TDT não se obteve associação entre o 

polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH na amostra total de trios (HRR - 

χ2=2,454; df=1; p=0,117; TDT - χ2=2,770; df=1; p=0,096). À semelhança da amostra 

total, na análise de género os resultados referentes ao polimorfismo Val66Met do gene 

BDNF são negativos (sexo feminino: HRR - χ2=1,953; df=1; p=0,162; TDT - χ2=3,000; 

df=1; p=0,083; sexo masculino: HRR - χ2=0,785; df=1; p=0,376; TDT - χ2=1,000; df=1; 

p=0,317). Em relação à análise dos subtipos da PDAH, no subtipo inatento não se 

observou associação entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH (HRR - 

χ2=0,000; df=1; p=1,000; TDT - χ2=0,091; df=1; p=0,763) e no subtipo misto verificou-

se uma tendência de associação entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a 

PDAH, utilizando as estratégias HRR e TDT (HRR - χ2= 3,282; df=1; p=0,070; TDT - 

χ2= 3,596; df=1; p=0,058). Na estratificação do subtipo misto, na análise de género os 

resultados são negativos (sexo masculino: HRR: χ2=1,399; df=1; p=0,237; TDT: 

χ2=0,947; df=1; p=0,331; sexo feminino: χ2=1,810; df=1; p=0,178; χ2=5,44; df=1; 

p=0,020), apesar da estratégia do TDT revelar um valor de p=0,020 para sexo feminino, 

mas face ao número reduzido de trios este representa um falso-positivo. Do seu conjunto, 

apesar de os resultados carecerem de mais estudos, parecem sugerir que o polimorfismo 

Val66Met do gene BDNF poderá desempenhar um papel importante no subtipo misto da 

PDAH.  

No que se refere ao gene p75NTR não se observou associação entre o polimorfismo 

S205L e a PDAH na amostra total de trios (HRR - χ2=0,113; df=1; p=0,737; TDT - 

χ2=0,121; df=1; p= 0,728) e na estratificação por género (sexo feminino: HRR - χ2=0,137; 
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df=1; p=0,711; TDT χ2=0,500; df=1; p= 0,480; sexo masculino: HRR - χ2=0,000; df=1; 

p=1,000; TDT - χ2=0,040; df=1; p= 0,841). Relativamente aos subtipos inatento e misto 

também não se verificou associação entre o polimorfismo estudado e a PDAH nas 

estratégias utilizadas (subtipo inatento: HRR - χ2=0,136; df=1;p=0,712; TDT - χ2=0,500; 

df=1; p=0,480; subtipo misto: HRR - χ2=0,008; df=1; p=0,930; TDT - χ2=0,000; df=1; 

p=1,000). Na análise de género para o subtipo misto os resultados são negativos pelo 

HRR e TDT (sexo feminino: HRR - χ2=0,000; df=1; p=1,000; TDT - χ2=0,200; df=1; 

p=0,655; sexo masculino: HRR - χ2=0,046; df=1; p=0,830; TDT - χ2=0,050; df=1; 

p=0,823). No seu conjunto, os resultados parecem sugerir que o polimorfismo S205L do 

gene p75NTR não desempenha um papel direto na etiologia da PDAH. 

 

Palavras-chave: Perturbação do défice de atenção e hiperatividade; Neurotrofinas; 

Genética; Estudo de Associação; genes BDNF e p75NTR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Abstract 

 Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is the most common 

neuropsychiatric disease in children and has impacts on various social, familiar and 

economic levels. ADHD is characterized by symptoms of hyperactivity, impulsivity and 

inattention, and is subdivided into three subtypes, inattentive, hyperactive-impulsive and 

combined. Various evidences suggest that the neurotrophic system, particularly the 

BDNF and p75NTR receptor, play an important role in the etiology of ADHD. In the 

Portuguese population there are no genetic studies related to the neurotrophic system. In 

this work we investigated the Val66Met polymorphisms of the BDNF gene and S205L of 

the p75NTR gene in the etiology of ADHD and also proceeded to the gender analysis and 

subtypes analyses of the disease in the Portuguese population, using the PCR-RFLP 

method.  

 Through the HRR and TDT strategies it was not obtained association between 

Val66Met polymorphism of the BDNF gene and ADHD in the total sample of trios (HRR 

- χ2=2.454, df=1, p=0.117; TDT - χ2=2.770; df=1; p=0.096). As with the total sample, the 

gender analysis results for the Val66Met polymorphism of BDNF gene are negative 

(female: HRR - χ2=1.953, df =1, p=0.162; TDT - χ2=3.000; df =1; p=0.083; male: HRR - 

χ2=0.785, df=1, p = 0.376; TDT - χ2=1.000, df =1, p=0.317). Regarding to the analysis of 

ADHD subtypes, in inattentive subtype there was no association between the Val66Met 

polymorphism of the BDNF gene and ADHD (HRR - χ2 = 0.000, df = 1, p = 1.000; TDT 

- χ2 = 0.091, df = 1; p = 0.763). Regarding the combined subtype, there was an association 

trend between Val66Met polymorphism of the BDNF gene and ADHD, using the HRR 

strategies and TDT (HRR - χ2 =3.282, df=1, p=0.070; TDT - χ2=3.596, df =1, p=0.058). 

In the stratification of combined subtype, the gender analysis results are negative (male: 

HRR - χ2=1.399; df=1; p=0.237; TDT - χ2=0.947, df =1, p=0.331; females: HRR - 

χ2=1.810, df=1, p = 0.178; TDT - χ2=5.44; df=1; p=0.020). Despite of the TDT strategy 

reveals a p value of 0.020 for females, given the reduced number of trios this p value 

might be a false positive. The group of results seems to suggest that Val66Met 

polymorphism of the BDNF gene may play an important role in the combined subtype of 

ADHD, although more studies are necessary to confirm this hint. 

 Regarding to the p75NTR gene there are no association between the 

polymorphism S205L and ADHD in the total sample of trios (HRR - χ2=0.113; df=1; 

p=0.737; TDT - χ2=0.121; df=1; p=0.728) and stratification by gender (female: HRR - 

χ2=0.137, df=1, p=0.711; TDT - χ2=0.500, df=1, p=0.480; male: HRR - χ2=0.000, df=1; 
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p=1.000; TDT - χ2=0.040, df=1, p=0.841). In relation to inattentive and combined 

subtypes, there was also no association between the polymorphism studied and the 

strategies used in ADHD (inattentive subtype: HRR - χ2=0.136, df=1, p=0.712; TDT - 

χ2=0.500; df=1; p=0.480; combined subtype: HRR - χ2=0.008, df=1, p=0.930; TDT - 

χ2=0.000, df=1, p=1.000). Gender analysis for combined subtype results are negative by 

HRR and TDT (female: HRR - χ2=0.000, df =1, p=1.000; TDT - χ2=0.200, df =1, p=0.655; 

male: HRR - χ2=0.046, df=1, p=0.830; TDT - χ2=0.050, df=1, p=0.823). Altogether, the 

results seem to suggest that the S205L polymorphism of the p75NTR gene does not play a 

direct role in the etiology of ADHD. 

 

 

Keywords: Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD); Neurotrophins; Genetics; 

Association Studies; BDNF and p75NTR genes. 
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1. Introdução 

1.1. Breve resenha histórica  

A designação da Perturbação do Défice de Atenção e Hiperatividade (PDAH) é 

relativamente recente. No entanto, existe literatura histórica que revela que esta patologia 

foi sendo descrita por diversos autores ao longo dos últimos três séculos (Lange et al., 

2010; Barkley e Peters, 2012). De facto, a caracterização da PDAH apresenta 

discordância na literatura, uma vez que Melchior Adam Weikard e Alexander Crichton 

descreveram, de forma individual, no final do século XVIII, uma patologia que se 

assemelha à atual PDAH na qual os doentes manifestam sintomas de inatenção (Lange et 

al., 2010; Barkley e Peters, 2012). Posteriormente, Heinrich Hoffmann escreveu um livro 

de histórias infantis no qual incluiu a história Fidgety Phil que retratava uma criança com 

comportamentos característicos da PDAH (Lange et al., 2010). No início do século XX 

surgiu a primeira descrição científica da doença por George Frederic Still (Still, 1902) 

que mais se assemelha à atual caracterização da PDAH (Lange et al., 2010). Embora a 

caracterização da patologia descrita por Still apresente diferenças relativamente à PDAH, 

alguns dos sintomas nos seus doentes serviram de base, anos mais tarde, como critérios 

de classificação para o diagnóstico da PDAH (Lange et al., 2010). Após a caracterização 

de Still, houve evolução na descrição da patologia, principalmente com ênfase nas 

características de hiperatividade nos indivíduos. Assim, em 1968 o conceito de 

hiperatividade foi englobado, pela primeira vez, na segunda edição do Diagnostic and 

Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-II), publicado pela Associação Americana 

de Psiquiatria (Lange et al., 2010). A definição e os critérios de diagnóstico da patologia 

foram sendo alterados ao longo das três edições posteriores na DSM-III,  DSM-IV e mais 

recentemente DSM-V. É importante ainda referir que existe uma forma alternativa de 

classificação da PDAH, utilizando a Classificação Estatística Internacional de Doenças e 

Problemas Relacionados com a Saúde da Organização Mundial de Saúde. 

Atualmente, o diagnóstico da PDAH é essencialmente clínico e é difícil, devido 

às várias comorbilidades associadas e à elevada heterogeneidade clínica. Este facto tem 

potenciado o interesse pelos estudos a nível molecular que poderão comprovar o 

diagnóstico clínico e, consequentemente conduzir a terapias individualizadas dos doentes 

com PDAH.  
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1.2. Caracterização geral da PDAH 

A PDAH é a doença neuropsiquiátrica mais comum na infância e adolescência e 

caracteriza-se por sintomas de hiperatividade, impulsividade e falta de atenção. A nível 

mundial, a PDAH afeta cerca de 8% a 12% de crianças (Faraone et al., 2005; Hawi et al., 

2015), sendo mais prevalente em indivíduos do sexo masculino comparativamente ao 

feminino (3:1) (Swanson et al., 1998). Existem três subtipos, nomeadamente o inatento, 

hiperativo/impulsivo e misto, e com o avanço da idade verifica-se que a prevalência desta 

patologia tende a diminuir para valores entre 2,5% a 3,4% (Fayyad et al., 2007; Simon et 

al., 2009). As crianças com PDAH apresentam normalmente baixo rendimento escolar e 

mau comportamento na escola e em casa. No adulto, a patologia está associada a um 

comportamento antissocial e criminoso, dificuldade em criar amizades, risco acrescido 

de dependência de drogas, baixo rendimento no emprego e, consequentemente, taxas de 

desemprego elevadas (Faraone et al., 2003; Thapar et al., 2012, Hawi et al.,2015).  

Com base nos estudos familiares, de gémeos e de adoção a componente genética 

da PDAH foi estimada entre 60% a 90% (Mick et al., 2008). De facto, a PDAH é uma 

patologia multifatorial resultante de vários fatores genéticos e ambientais (Thapar et al., 

2012). Contudo, a existência de um fator de risco não é necessário nem suficiente para a 

expressão da patologia (Thapar et al., 2012). Embora os fatores genéticos sejam cruciais 

para a expressão desta doença, existem também vários fatores ambientais associados à 

mesma, subdividindo-se em três grupos: pré-natal, peri-natal e pós-natal (Millichap 2008; 

Thapar et al., 2012). Relativamente ao grupo pré-natal associam-se todos os hábitos e 

dependências que a gestante pode apresentar durante a fase de gestação, como por 

exemplo o abuso de drogas ilícitas ou lícitas. De acordo com diversos estudos 

desenvolvidos para avaliar os efeitos do tabaco na fase de gestação, verificou-se que o 

consumo desta droga, na fase pré-natal, está associada ao desenvolvimento de PDAH na 

criança (Milberger et al., 1996; Milberger et al., 1998; Han et al., 2015). Relativamente 

ao abuso de álcool, e uma vez que esta substância pode induzir anomalias na estrutura 

cerebral e levar ao desenvolvimento de problemas comportamentais e cognitivos (Lebel 

et al., 2011), Han e colaboradores efetuaram estudos nos quais se observou que o consumo 

de álcool na fase de gestação é um fator de risco para o desenvolvimento de PDAH (Han 

et al., 2015). Para além disso, verificou-se ainda que crianças expostas ao álcool durante 

a fase pré-natal têm maior probabilidade de apresentar hiperatividade, um comportamento 

impulsivo, um risco acrescido para doenças psiquiátricas e problemas sociais (Huizink et 
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al., 2006). De facto, o consumo de álcool e tabaco na fase de gestação provoca danos a 

nível cerebral e alterações a nível comportamental associados à PDAH (Banerjee et al., 

2007; Millichap 2008; Amiri et al., 2012; Thapar et al., 2012). No grupo peri-natal, a 

prematuridade e o baixo peso do bebé à nascença são fatores de risco para a PDAH, 

particularmente para o desenvolvimento do subtipo inatento (Bhutta et al., 2002; 

Aarnoudse-Moens et al., 2009). Os fatores pós-natal incluem traumas cerebrais, 

meningites, alterações metabólicas ou hormonais e deficiências nutricionais (Millichap 

2008). Tendo em conta os fatores ambientais, estes podem funcionar como um “gatilho” 

na expressão da doença se o indivíduo tiver o fator de risco genético (Millichap 2008). 

Estudos de neuroimagem revelaram alterações na estrutura de várias regiões 

cerebrais em indivíduos com PDAH, tais como redução no volume das regiões do córtex 

pré-frontal, cerebelo e putamen caudado (Curatolo et al., 2010; Baroni e Castellanos, 

2015).  

1.3. Estudos genéticos da PDAH  

A PDAH é a patologia neuropsiquiátrica mais estudada na infância em todo o 

mundo, contudo, a identificação de genes e de mecanismos etiológicos permanecem por 

esclarecer. Estudos com modelos animais, clínicos, farmacológicos e de neuroimagem 

têm implicado vários sistemas de neurotransmissores na etiologia da PDAH. Dos vários 

sistemas de neurotransmissores, genes dos sistemas dopaminérgico, serotoninérgico e 

noradrenérgico têm sido os mais estudados e replicados por meta-análises em diferentes 

populações mundiais (Li et al., 2014a; Hawi et al., 2015). Particularmente até ao 

momento, estão associados à PDAH o gene que codifica o recetor de dopamina D4 

(DRD4), o gene que codifica o recetor de dopamina D5 (DRD4), o gene que codifica o 

transportador de Dopamina (DAT1), o gene que codifica o recetor de serotonina 

5HT1Dbeta e o gene que codifica a Synaptosomal-associated protein 25 (SNAP-25), 

proteína envolvida no encerramento em vesículas e na libertação de neurotransmissores 

para a fenda sináptica (Sharp et al., 2009; Banaschewski et al., 2010; Poelmans et al., 

2011; Li et al., 2014a; Hawi et al., 2015). Na população portuguesa efetuaram-se também 

estudos com os genes DRD4, DAT, 5-HT1Dbeta e SNAP-25 e dos vários genes 

estudados, todos os resultados são negativos à exceção do gene SNAP-25. A nível 

mundial também têm sido realizados vários estudos do genome-wide linkage scan e 

genome-wide association study (GWAS) e os resultados não são conclusivos (Zhou et al., 
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2008; Franke et al., 2009; Sharp et al., 2009; Poelmans et al., 2011; Li et al., 2014a). 

Contudo, evidências nominais ou sugestivas de linkage de várias regiões genómicas 

sugerem locais de novos genes de suscetibilidade para a PHDA. Face ao exposto é crucial 

o estudo de novos genes em amostras de outras populações mundiais no sentido de se 

identificarem os genes de suscetibilidade para a PDAH e desta forma contribuir para um 

diagnóstico mais correto e terapêuticas individualizadas. 

1.4. Sistema Neurotrófico  

1.4.1. Contextualização geral  

As neurotrofinas são uma família de proteínas altamente conservadas que regulam 

importantes funções neuronais, como a plasticidade, o desenvolvimento, a sobrevivência 

e a função neuronal (Reichard, 2006). Normalmente as neurotrofinas encontram-se em 

monómeros ou homodímeros, mas, no entanto, algumas destas proteínas podem existir 

também sob a forma de estruturas heterodiméricas, apesar de não existirem evidências 

que essas mesmas estruturas existam em concentrações significativas in vivo (Huang e 

Reichardt, 2001; Reichardt, 2006). Nos mamíferos estão caracterizadas quatro 

neurotrofinas diferentes – Nerve Growth Factor (NGF), Brain-Derived Neurotrophic 

Factor (BDNF), Neurotrofina-3 (NT-3) e Neurotrofina-4 (NT-4) - que interagem com 

dois tipos de recetores – os recetores da família da Tirosina Cinase (Tropomyosin related 

cinase - Trk) e o recetor de neurotrofinas p75 (p75NTR) (Huang e Reichardt, 2001; Teng 

e Hempstead, 2004; Reichardt, 2006). Relativamente aos recetores da família tirosina 

cinase, existem três diferentes membros destes recetores nos mamíferos, nomeadamente 

TrkA, TrkB e TrkC (Figura 1). Para ambos os recetores Trk o domínio extracelular 

apresenta a seguinte ordem de constituição: um cluster rico em cisteínas, três repetições 

ricas em leucinas, novo cluster rico em cisteínas e, por fim, dois domínios do tipo 

imunoglobulina. Estes recetores atravessam a membrana uma única vez e apresentam no 

domínio citoplasmático terminal um domínio de tirosinas cinases que serve como local 

de interação para enzimas ou proteínas adaptadoras citoplasmáticas (Chao, 2003; 

Reichardt, 2006). As neurotrofinas interagem preferencialmente com estes recetores 

através dos seus domínios do tipo imunoglobulina da membrana proximal, e a 

dimerização dos recetores Trk com estas proteínas, resulta na ativação por 

transfosforilação das cinases existentes no domínio citoplasmático, promovendo a 

diferenciação e sobrevivências das células neuronais (Chao et al., 2006; Reichardt, 2006).  
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Figura 1: Neurotrofinas e seus recetores: interações dos quatro tipos de neurotrofinas 

presentes nos mamíferos. Todas as proneurotrofinas ligam-se com alta afinidade ao recetor 

p75NTR, enquanto as neurotrofinas maduras ligam-se com menor afinidade a este mesmo recetor. 

Relativamente aos recetores da família Tirosina Cinase apenas se ligam neurotrofinas maduras. 

Cada uma destas neurotrofinas apresenta uma maior afinidade para um desses recetores: NGF 

liga-se especificamente ao recetor TrkA; BDNF e NT-4 ligam-se de forma específica ao TrkB; 

NT-3 liga-se com grande afinidade ao recetor TrkC e com menor afinidade aos recetores TrkA e 

TrkB. (Figura adaptada de Reichardt, 2006).  

As quatro neurotrofinas apresentam diferentes especificidades na interação com 

os três membros desta família de recetores, uma vez que o NGF ativa especificamente o 

TrkA, o BDNF e NT-4 ativam de forma específica o TrkB e o NT-3 ativa ambos os 

recetores Trk, no entanto interagindo apenas com grande especificidade com o TrkC 

(Huang e Reichardt, 2001; Teng e Hempstead, 2004; Reichardt 2006). 
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O recetor p75NTR pertence à superfamília dos recetores de fatores de necrose 

tumoral e, inicialmente pensava-se que apenas apresentava uma baixa afinidade para o 

NGF, mas, atualmente sabe-se que este recetor possui uma afinidade idêntica para todas 

as neurotrofinas (Huang e Reichardt, 2001; Reichardt, 2006; Almeida e Duarte, 2014)). 

Na sua estrutura, o recetor p75NTR apresenta um domínio extracelular com quatro regiões 

ricas em cisteínas, um domínio transmembranar e um domínio citoplasmático idêntico 

aos que existem nos restantes recetores da sua família (Reichardt, 2006; Almeida e 

Duarte, 2014). Este recetor não apresenta na sua constituição um domínio catalítico, no 

entanto ele interage com diversas proteínas transmitindo sinais importantes para a 

regulação da sobrevivência de células neuronais (Huang e Reichardt, 2001; Reichardt, 

2006). As neurotrofinas e as proneurotrofinas podem ativar o recetor p75NTR, de onde 

resultam diferentes vias de sinalização com funções biológicas opostas – sobrevivência e 

apoptose neuronal (Huang e Reichardt, 2001; Reichardt, 2006).  

Os genes que codificam as neurotrofinas apresentam algumas semelhanças como, 

por exemplo, a existência de múltiplos promotores. Para além disso, após a expressão das 

neurotrofinas, estas apresentam também na sua estrutura alguns elementos comuns, tais 

como uma sequência sinal e um pró-domínio seguido da sequência que codifica a proteína 

madura (Reichardt, 2006). Desta forma, as neurotrofinas são expressas na forma de 

proneurotrofinas e, posteriormente, por clivagem proteolítica formam-se as neurotrofinas 

maduras. Devido às semelhanças referidas na estrutura e ação destas proteínas, alguns 

investigadores defendem que provêm de um gene ancestral comum (Huang e Reichardt, 

2001; Reichardt, 2006).  

1.4.2. BDNF e recetor p75NTR: Acão e função biológica. 

A molécula de BDNF é a neurotrofina mais abundante e bem distribuída do 

sistema nervoso central dos mamíferos, sendo particularmente expressa na região do 

hipocampo e córtex cerebral (Binder e Scharfman, 2004; Liu et al., 2014). Barde e 

colaboradores (1982) purificaram o BDNF pela primeira vez e verificaram que este 

promove a sobrevivência de células neuronais. A partir desta descoberta, vários trabalhos 

de investigação foram desenvolvidos de modo a avaliar a ação biológica e fisiológica do 

BDNF, desde o seu papel no desenvolvimento cerebral até à sua ação na fisiologia de 

diversas doenças do foro psiquiátrico, nomeadamente na PDAH. No sistema biológico 

existem duas isoformas diferentes de BDNF, o proBDNF – proteína precursora imatura 
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de BDNF – e a proteína madura de BDNF que apresentam entre si diferentes atividades 

biológicas e afinidades na interação com os recetores de neurotrofinas referidos 

anteriormente (Huang e Reichardt, 2001; Reichardt 2006; Autry e Monteggia, 2012). 

 A molécula de proBDNF possui cerca de 30-35 kDa e apresenta na sua estrutura 

um codão de iniciação, uma sequência sinal e um pró-domínio que contém uma região de 

glicosilação do tipo N (N-glicosilação) (Binder e Scharfman, 2004). Esta molécula é 

sintetizada no retículo endoplasmático e armazenada no complexo de Golgi. No retículo 

endoplasmático, o pro-BDNF pode ainda sofrer clivagem por furinas ou por enzimas pró-

convertases, originando a proteína madura BDNF (Teng et al., 2010). No entanto, a 

clivagem das neurotrofinas pode também ocorrer fora das células pela plasmina ou pelas 

metaloproteases. No complexo de Golgi ocorre a ligação do pró-domínio da neurotrofina 

com uma proteína sortilina que permite o correto enrolamento da molécula de BDNF e a 

sua ligação com a carboxipeptidase E (CPE) (Lu et al., 2005). A CPE encaminha o BDNF 

para a via regulada por Ca2+, sendo este ião regulador da libertação da neurotrofina das 

vesículas onde se encontra armazenada (Lu et al., 2005).  

O BDNF liga especificamente e com grande afinidade ao recetor TrkB 

desencadeando uma longa cascata de sinalização de onde resulta a ativação de três vias 

biológicas diferentes: a via da Fosfolipase C-γ (PLC-γ), a via fosfatidilinositol-3-cinase 

(PI3K) e a via Map-Erk cinase (MAPK/ERK) (Patapoutian e Reichardt, 2001). A ativação 

das vias PI3K e MAPK/ERK promovem a sobrevivência e diferenciação neuronal, 

enquanto a via PLC-γ promove a transcrição e a plasticidade sináptica (Huang e 

Reichardt, 2001; Reichardt 2006).  

O recetor p75NTR é altamente expresso em diversas regiões do sistema nervoso 

durante a sua fase inicial de desenvolvimento (Bartkowska et al., 2010), nomeadamente 

nos neurónios motores da medula espinal e do tronco cerebral, cerebelo, hipocampo, 

córtex cerebral, prosencéfalo basal e putamen caudado (Almeida e Duarte, 2014). No 

estado adulto, a expressão deste recetor cessa na maior parte das regiões referidas, 

continuando a ser expresso no prosencéfalo basal, cerebelo e putamen caudado (Almeida 

e Duarte, 2014). 

Relativamente à ligação do proBDNF e do BDNF ao recetor p75NTR, ambas as 

moléculas estabelecem ligação com este recetor, no entanto, ativam diferentes vias 

internas de transdução do sinal, como a Jun cinase, o fator nuclear kappa B (NF-κB) e a 

via das Rho (Figura 2).  
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Figura 2: Vias de sinalização decorrentes da interação entre as neurotrofinas e os seus 

recetores Trk e p75NTR. Os recetores Trk vão regular três vias de sinalização distintas 

promovendo a plasticidade sináptica, a diferenciação neuronal e a sobrevivência neuronal. 

Relativamente ao recetor p75NTR também resulta a ativação de três vias de sinalização diferentes, 

no entanto com papéis biológicos diferentes, podendo ser promovida a sobrevivência ou a 

apoptose neuronal (Figura adaptada de Reichardt, 2006).  

A ligação do proBDNF com o p75NTR resulta na formação de um complexo entre 

a neurotrofina, o recetor e proteínas sortilinas, sendo estas proteínas necessárias para que 

se desencadeie a apoptose neuronal, através da via Jun cinase (Kaplan et al., 2000; 

Reichardt 2006; Fujii e Kunugi., 2009). Por outro lado, a ligação do BDNF ao recetor 

p75NTR permite a interação com o recetor TrkB, ativando a via NF-κB, que por sua vez 
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induz a expressão de genes que estão envolvidos na sobrevivência neuronal (Kaplan et 

al., 2000; Reichardt 2006; Fujii e Kunugi, 2009). 

1.4.3. Genes candidatos do sistema neurotrófico: Genes BDNF e p75NTR 

Diversas evidências sugerem que o sistema neurotrófico apresenta um papel 

importante na etiologia da PDAH, particularmente os genes BDNF e p75NTR. Estudos in 

vitro demonstraram que o BDNF apresenta um papel importante na diferenciação e 

sobrevivência de neurónios dopaminérgicos do mesencéfalo (Hyman et al., 1991; Knüsel 

et al., 1991; Spina et al., 1992). Assim, como o BDNF modula a atividade dos neurónios 

dopaminérgicos no mesencéfalo, alterações genéticas que ocorram nesta neurotrofina 

podem resultar numa disfunção ao nível do sistema dopaminérgico desta região cerebral 

(Solanto 2002; Tsai 2007). Por exemplo, estudos com modelos animais revelaram que o 

BDNF é modelador da libertação de dopamina através da ativação do TrkB (Blochl e 

Sirrenberg, 1996). Estudos com animais revelarem ainda que há aumento dos níveis do 

BNDF após a administração de amfetamina (Meredith et al., 2002), sendo esta substância 

utilizada no tratamento para a PDAH e moduladora dos sistemas de neurotransmissão 

referidos anteriormente. Particularmente importante, Shim e colaboradores (2008) 

efetuaram um estudo em crianças com PDAH e observaram no plasma um aumento dos 

níveis de BDNF que foi correlacionado com a presença de sintomas de inatenção nas 

crianças (Shim et al., 2008). Para além disso, verificou-se também um aumento dos níveis 

de BDNF após a administração de metilfenidato a crianças com a patologia (Amiri et al., 

2013). Este composto é utilizado frequentemente no tratamento da PDAH e sabe-se que 

atua como modelador da libertação de dopamina e noradrenalina. Face ao exposto, 

alterações que ocorram no gene BDNF poderão levar a alterações na função biológica 

desta neurotrofina, podendo estar associadas à PDAH.  

O gene BDNF está localizado no cromossoma 11, mais concretamente na região 

11p13, possuindo nove promotores funcionais e um tamanho de aproximadamente 28 

kDa (Binder e Scharfman, 2004; Pruunsild et al., 2007). Foram identificados vários 

polimorfismos no gene BDNF, bem como o Single Nucleotide Polymorphim (SNP) 

Val66Met (rs6265) que consiste numa substituição de um nucleótido de Guanina por uma 

Adenina na posição 196 que se localiza no pró-domínio da molécula de BDNF ( Dincheva 

et al., 2012). Face às evidências referidas anteriormente e ao facto do polimorfismo 
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Val66Met ter sido associado a uma alteração no armazenamento, libertação e distribuição 

da molécula de BDNF in vitro (Egan et al., 2003), o gene BDNF é altamente promissor 

para a etiologia da PDAH. No entanto, até ao momento não existem estudos na população 

portuguesa para o polimorfismo Val66Met do gene BDNF na PDAH e existem várias 

inconsistências na literatura publicada de estudos genéticos efetuados noutras populações 

mundiais (Kent et al., 2005; Xu et al., 2006; Lee et al., 2007; Tzang et al, 2013). Assim, 

estudos adicionais são importantes para se esclarecer uma eventual associação do gene 

BDNF e a PDAH.  

Relativamente ao recetor p75NTR, este poderá desempenhar um papel importante 

na etiologia da PDAH. O recetor p75NTR é expresso no cerebelo, córtex cerebral e 

putamen caudado (Almeida e Duarte, 2014), regiões cerebrais que estão associadas à 

PDAH (Curatolo et al., 2010; Baroni e Castellanos, 2015). Para além disso, o recetor 

p75NTR é local de ligação de diferentes neurotrofinas referidas anteriormente, 

nomeadamente ao BDNF. O gene p75NTR está localizado na região cromossómica 17q21-

22 (Huebner et al., 1986) e possui seis exões e cinco intrões (Sehgal et al., 1988).  

De acordo com as evidências referidas anteriormente, os genes BDNF e p75NTR 

são promissores para a etiologia da PDAH. No entanto, até ao momento os estudos 

efetuados são inconsistentes para o gene BDNF ou inexistentes para o gene p75NTR, 

excetuando um estudo caso-controlo efetuado por Conner e colaboradores (2008), 

havendo pois muita carência de estudos adicionais em diferentes populações mundiais, 

particularmente na população portuguesa.  

1.5. Genética e Doenças Complexas 

1.5.1.  Genética: conceitos gerais 

A informação genética dos seres vivos encontra-se armazenada na molécula 

orgânica designada como Ácido Desoxirribonucleico (DNA, da expressão inglesa 

Deoxyribonucleic Acid), cuja estrutura foi descoberta, em 1953, pelos investigadores 

James Watson e Francis Crick (Watson e Crick, 1953). Esta molécula contém a 

informação necessária para a produção de proteínas e de ácidos ribonucleicos (RNA – da 

expressão inglesa Ribonucleic Acid), essenciais para o correto funcionamento e 

desenvolvimento de todos os seres vivos. Cada unidade estrutural do DNA (nucleótido) 

apresenta na sua constituição uma molécula de açúcar com cinco carbonos 

(desoxirribose), um grupo fosfato e uma base azotada, a Guanina (G), a Citosina (C), a 
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Timina (T) e Adenina (A) (Strachan e Read, 2011). As bases azotadas consistem em anéis 

heterocíclicos de átomos de carbono e azoto e encontram-se divididas em dois grupos: 

Pirimidinas (Timina e Citosina) que possuem apenas um anel aromático, e Purinas 

(Adenina e a Guanina) que possuem dois anéis aromáticos interligados (Strachan e Read, 

2011). Cada cadeia de DNA resulta da ligação de nucleótidos através de ligações 

covalentes fosfodiésteres onde o grupo fosfato estabelece a ligação do carbono 3’ de um 

açúcar com o carbono 5’ do açúcar seguinte (Strachan e Read, 2011). O DNA possui uma 

estrutura em dupla hélice, onde as duas cadeias nucleotídicas se encontram ligadas por 

ligações de hidrogénio estabelecidas entre bases complementares, de acordo com as 

regras de complementaridade definidas por Watson-Crick (Watson e Crick, 1953). De 

acordo com os investigadores Watson e Crick, esta molécula apresenta uma estrutura 

antiparalela, uma vez que as duas cadeias apresentam uma orientação oposta que se deve 

às ligações fosfodiéster que são estabelecidas pelos nucleótidos das cadeias de DNA, 

existindo uma cadeia com o sentido o 5’→3’ e a outra com o sentido 3’→5’ (Strachan e 

Read, 2011).  

Nas células humanas, o DNA encontra-se principalmente localizado no núcleo 

celular, embora existam pequenas quantidades desta macromolécula nas mitocôndrias. O 

processo de armazenamento do material genético no núcleo deve-se ao seu 

superenrolamento através da ação das proteínas Histonas (Figura 3).  

 

Figura 3: Dupla hélice do DNA e processo de formação dos cromossomas (adaptado de 

imagem da Universidade de Waikato).  
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A pH neutro, estas proteínas apresentam carga positiva que neutraliza a carga 

superficial negativa do DNA proveniente dos seus grupos fosfatos. Assim, o enrolamento 

do DNA leva à formação dos cromossomas, que desta forma, permitem à célula confinar 

e armazenar toda a informação genética essencial à sua sobrevivência.  

O genoma humano é constituído por todo o material genético existente na célula 

humana diplóide, consistindo em 23 pares de cromossomas que se subdividem em 22 

pares autossómicos e um sexual. O genoma contém os genes que possuem na sua estrutura 

exões (zonas codificantes de aminoácidos), intrões (zonas não codificantes de 

aminoácidos) e regiões reguladoras 5’UTR e 3’UTR. A região do genoma onde está 

localizado o gene, designa-se locus (plural: loci), podendo o gene apresentar diferentes 

formas alternativas (alelos) (Burmeister, 1999). Por definição clássica, polimorfismo 

consiste na existência de pelo menos dois alelos para um locus numa população, se o alelo 

raro ocorrer numa percentagem superior a 1%. (Burmeister, 1999; Frazer et al., 2009). Os 

polimorfismos existem abundantemente no genoma humano, pelo que são utilizados em 

larga escala nos estudos genéticos. Atualmente sabe-se que existem diversos tipos de 

polimorfismos, Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLPs), microssatélites ou 

Short Tandem Repeats (STRs), minissatélites ou Variable Number of Tandem Repeats 

(VNTRs), Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) e Copy-Number Variations (CNVs). 

Os RFLPs foram os primeiros polimorfismos a serem descobertos e consistem na 

substituição de um par de bases no local de clivagem reconhecido por uma determinada 

enzima de restrição (Nakamura, 2009). Normalmente apresentam dois alelos onde apenas 

um possui local de clivagem para a enzima. Assim, após a digestão enzimática, os 

fragmentos resultantes vão apresentar diferentes padrões de restrição. Por outro lado, os 

STRs e VNTRs consistem em várias repetições de unidades de DNA com 2-6 pares de 

bases (pb) e 9-100 pb, respetivamente (Figura 4). Deste modo, os alelos destes 

polimorfismos são facilmente distinguidos pelos diferentes números de repetições que 

possuem refletindo diferenças nos pesos moleculares dos fragmentos de DNA resultantes 

(Nakamura, 2009). Os SNPs consistem em variações num único nucleótido e são 

amplamente utilizados nos estudos genéticos devido à sua elevada abundância no genoma 

humano (1-300 ou 400pb) e ao facto da metodologia utilizada se encontrar altamente 

automatizada. Por fim, os CNVs são variações de números de cópias de segmentos do 

genoma que incluem deleções, duplicações, inserções e inversões de uma região do 

genoma (Nakamura, 2009). Assim sendo, os CNVs permitem diferenças de várias mega 

bases (Mb) entre genomas humanos contribuindo para a diversidade genética. 
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Figura 4: Os cinco tipos de polimorfismos existentes no genoma humano: RFLP, VNTR, 

STR, SNP e CNV. 

1.5.2. Projetos e estudos genéticos 

Na década de oitenta do século passado, diversos investigadores de vários países 

a nível mundial, nomeadamente EUA, Reino Unido, Japão, França, Alemanha e China, 

iniciaram a implementação do Projeto Genoma Humano (PGH) que revolucionou a área 

da medicina, particularmente a genética médica. O PGH tinha como objetivo principal 

mapear e sequenciar todo o genoma humano (Sawicki et al., 1993; The International 

Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Em 2003, o PGH foi finalizado e mais 

de 95% do genoma foi sequenciado (The International Human Genome Sequencing 

Consortium, 2004) e descobriu-se que este continha menos de 30 mil genes que codificam 

proteínas (Collins et al., 2003; The International Human Genome Sequencing 

Consortium, 2004). Desta forma, os investigadores concluíram que um gene codifica para 

uma média de três proteínas diferentes e que apenas 2% do genoma humano é utilizado 

na produção de proteínas. Verificou-se também que entre indivíduos 99,9% do seu 

genoma é semelhante, variando apenas 0,1% de indivíduo para indivíduo.  

Todas estas descobertas foram cruciais e potenciaram o desenvolvimento de um 

segundo projeto designado de HapMap (The International HapMap Project, 2003). Com 
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este projeto os investigadores de diversos países mundiais, nomeadamente Canadá, 

China, Japão, Reino Unido e EUA, pretendiam continuar e complementar o PGH. Assim, 

o projeto HapMap focou-se no estudo dos 0,1% do genoma humano e para o seu 

desenvolvimento utilizaram-se indivíduos da população europeia, asiática e africana. 

Assim, através do projeto HapMap foram obtidos mapas de haplótipos baseados em 

tagSNPs (The International HapMap Consortium, 2007). Numa terceira fase do HapMap, 

integrou-se CNVs, SNPs de baixa frequência e SNPs comuns em uma amostra 

populacional mais diversificada para se estudar a variação genética entre populações 

humanas (The International HapMap 3 Consortium, 2010).  

O projeto HapMap abriu caminho para o desenvolvimento de um terceiro projeto 

em 2008 designado por 1000 Genomas que envolveu um consórcio com investigadores 

dos EUA, Reino Unido e China. O projeto 1000 Genomas pretendia descobrir, genotipar 

e revelar informações precisas de todas as variantes genéticas existentes no genoma 

humano, em várias populações mundiais (The 1000 Genomes Consortium, 2010). O 

principal objetivo era caracterizar mais de 95% das variantes genéticas com frequência 

alélica igual ou superior a 1% e também estudar alelos de baixa frequência (< 0,1%) nos 

cinco maiores grupos da população mundial: Europa, Ásia este, Ásia sul, África oeste e 

América (The 1000 Genomes Consortium, 2010). Os primeiros e segundos resultados do 

projeto 1000 genomas foram publicados em 2010 e em 2012, respetivamente. A segunda 

geração de resultados revela que através da análise de 1092 indivíduos em 14 populações 

diferentes, referidas anteriormente, foram identificados 38 milhões de SNPs, 1,4 milhões 

de pequenas inserções e deleções e 14 milhões de grandes deleções (The 1000 Genomes 

Project Consortium, 2012). Este estudo demonstrou também que existem perfis diferentes 

das variantes comuns e raras entre indivíduos de populações diferentes e está em curso o 

estudo de mais 1500 indivíduos de 12 populações diferentes até à sua conclusão. A 

informação proveniente dos projetos referidos anteriormente permitiram o 

desenvolvimento de novas estratégias a utilizar nos estudos genéticos, particularmente no 

estudo de doenças complexas. O estudo genético de doenças complexas é difícil face ao 

número de fatores genéticos e ambientais envolvidos na sua fisiopatologia, 

particularmente na PDAH. 
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1.5.3.  Estratégias para o mapeamento de genes 

Para o mapeamento de genes utilizam-se os estudos de linkage e de associação. 

Os estudos de linkage são importantes para a identificação de genes major. Contudo, nas 

doenças complexas existem vários genes de suscetibilidade e os estudos de associação 

são os mais aconselhados face ao seu poder estatístico para a identificação de genes 

minor. Atualmente, os estudos de associação podem ser divididos em estudos de genes 

candidatos e em GWAS. Os GWAS consistem na genotipagem de todo o genoma 

utilizando um elevado número de SNPs (Ott et al., 2011; Sahebi et al., 2013). Por outro 

lado, os estudos de associação com genes candidatos focam-se na investigação de um 

gene específico (Sahebi et al., 2013) e podem subdividir-se em dois grupos: os estudos 

casos-controlo e com base em famílias (Figura 5). De referir que um gene candidato 

consiste num gene que codifica uma proteína que pode estar de uma forma direta ou 

indireta implicada no mecanismo de fisiopatologia de uma determinada patologia.  

Nos estudos casos-controlo compara-se uma amostra de indivíduos controlo e uma 

amostra de indivíduos com a patologia, tendo em conta idades, sexo e grupo étnico. De 

facto, a estratificação da população revela-se um grande problema associado aos estudos 

caso-controlo, podendo levar à ocorrência de falsos-positivos.  

 

Figura 5: Estratégias de estudos de associação: casos-controlo (A) e com base em trios 

(B). Nos estudos de associação com base em trios existem duas estratégias diferentes sendo elas 

a HRR (1) e TDT (2) (Adaptado de Burmeister, 1999). 
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As estratégias de associação com base em trios, designadas de Haplotype Relative 

Risk (HRR) (Falk e Rubinstein, 1987; Terwilliger e Ott, 1992) e Transmission 

Disequilibrium Test (TDT) (Spielman et al., 1993), permitem contornar o conceito de 

estratificação inerente aos estudos caso-controlo, uma vez que ambas avaliam a 

transmissão de alelos entre os progenitores e o probando, funcionando como controlos, 

os alelos não transmitidos pelos pais. Na estratégia HRR utilizam-se pais homozigóticos 

e heterozigóticos de trios (Terwilliger e Ott, 1992), enquanto na estratégia TDT utilizam-

se apenas pais heterozigóticos (Spielman et al., 1993).  

Conclui-se então que ambas as estratégias permitem avaliar se um determinado 

alelo é fator de risco para a patologia em estudo e a sua utilização conjunta permite uma 

análise mais completa e correta dos resultados obtidos. Assim, se um determinado gene 

apresentar associação com a patologia em ambos os testes HRR e TDT, conclui-se que 

possivelmente estamos perante um gene de suscetibilidade para a doença. Por outro lado, 

se ambas as estratégias apresentarem resultados negativos, conclui-se que o gene em 

estudo não está implicado na patologia.  
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1.6. Objectivo 

O sistema neurotrófico tem sido implicado na etiologia da PDAH, particularmente a 

neurotrofina BDNF e o recetor p75NTR. Uma vez que na população portuguesa não 

existem estudos genéticos relacionados com o sistema neurotrófico, o objetivo deste 

trabalho consistiu em investigar os polimorfismos Val66Met do gene BDNF e S205L do 

gene p75NTR na etiologia da PDAH, utilizando a estratégia do HRR e do TDT, numa 

amostra de trios da população portuguesa. Face às diferenças de género e subtipos da 

PDAH realizaram-se as respetivas análises, através das estratégias HRR e TDT.  
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2. Materiais e Métodos  

2.1. Seleção da amostra 

A seleção da amostra de trios- crianças com PDAH, de ambos os sexos, com 

idades a partir dos 6 anos e os seus progenitores, foi efetuada na consulta do Centro de 

Desenvolvimento da Criança Luís Borges do Hospital Pediátrico de Coimbra. Os critérios 

de inclusão incluem crianças com QI superior ou igual a 80, diagnosticadas com PDAH 

que preencheram os critérios da DSM-IV em pelo menos dois contextos e foram avaliados 

por um mínimo de dois avaliadores independentes. Os critérios para a PDAH, a 

inteligência normal e comorbilidade foram avaliados a partir de entrevistas estruturadas 

com base nos critérios DSM-IV-TR de PHDA, de Wechsler Intelligence Scale for 

Children, versão 3 (WISC III) e de questionários comportamentais para pais e professores 

(Conners, Child Behavior Checklist e Kiddie-SADS-PL). Neste estudo foram incluídos 

os três subtipos da doença intento, hiperativo-impulsivo e misto. Todos as crianças em 

estudo foram submetidas a testes com o objetivo de excluir crianças com desatenção e/ou 

hiperactividade-impulsividade secundárias a outras patologias médicas, nomeadamente 

crianças com antecedentes de lesões cerebrais traumáticas significativas, epilepsia, tumor 

cerebral, malformações congénitas ou anomalias estruturais do sistema nervoso central. 

Crianças com problemas do foro psiquiátrico, do neurodesenvolvimento ou com outros 

fatores que poderiam interferir significativamente com as habilidades de atenção foram 

também excluídas do estudo.  

As amostras foram recolhidas após consentimento informado por escrito dos pais 

das crianças e para o isolamento do DNA genómico foi retirada uma amostra de 10 ml de 

sangue periférico para tubos contendo o anticoagulante etilenodiaminotetracético 

(EDTA). O Projeto foi aprovado pela Comissão de Ética da Faculdade de Medicina da 

Universidade de Coimbra. De uma amostra total de 178 trios, foram selecionados 108 

trios completos (progenitores e probando) e estratificada por género: 23 trios do sexo 

feminino; 85 trios do sexo masculino. 

2.2. Extração de DNA 

A extração do DNA genómico pode ser realizada através de métodos enzimáticos 

e não enzimáticos (fenol-clorofórmio e salting-out). O método enzimático apresenta 

vantagens perante o método fenol-clorofórmio, uma vez que este utiliza fenol que 

interfere na amplificação e digestão do DNA genómico. Assim, a extração do DNA 
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genómico foi efetuada a partir de leucócitos de sangue periférico, contendo como 

anticoagulante EDTA, através do método enzimático adaptado de Miller et al. (1988). 

A 10 mL de sangue, adicionaram-se 30 mL de solução Red Blood Cell Lysis Buffer 

– RBC (NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 mM, Na2EDTA.2H2O 1 mM; pH 7,4) (Sigma) e a 

amostra foi colocada em gelo durante 20 minutos. Posteriormente, realizou-se uma 

centrifugação a 4ºC durante 15 min a 2500 rpm numa centrífuga refrigerada (Rotanta 

460R - Hettich). De seguida, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 

20 mL de solução RBC, a qual foi centrifugada a 2500 rpm, durante 15 min a 4ºC. No 

final da centrifugação, o sobrenadante foi novamente descartado e adicionaram-se 4 mL 

de solução Nuclei Lysis Buffer – NLB (Tris-HCl 10 mM, NaCl 400 mM, Na2EDTA.2H2O 

2 mM; pH 8) (Sigma), 250 μL de dodecil sulfato de sódio – SDS a 10% (Sigma), 30 μL 

de proteinase K (20 mg/mL) (Roche) e incubou-se a amostra a 37ºC com agitação 

constante (Stuart Scientific Incubador S106D) durante a noite (Figura 6).  

 

Figura 6: Representação esquemática do método enzimático de extração de DNA. 

Após o período de incubação referido, adicionou-se 3 mL de uma solução saturada 

de Cloreto de Sódio (NaCl 6M), de modo a promover a precipitação das proteínas, e 

realizou-se uma centrifugação a 3750 rpm durante 30 minutos, a 25ºC. De seguida, 

recolheu-se o sobrenadante e para precipitação do DNA, adicionou-se etanol absoluto frio 

num volume correspondente ao dobro do volume da amostra. Ao DNA obtido adicionou-

se etanol a 70% para lavagem do mesmo e este foi retirado com uma ansa para um 
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eppendorf ao qual se adicionou Tris-EDTA (Tris-HCl 10m M, Na2EDTA.2H2O 1 mM; 

pH 8). O DNA foi colocado a 37ºC com agitação constante para permitir a sua total 

dissolução e finalmente armazenado para posterior utilização na genotipagem. 

2.3. Quantificação de DNA 

Para se quantificar e avaliar o grau de pureza do DNA, procedeu-se às leituras das 

absorvâncias por espectrofotometria. A presença de DNA foi verificada pela leitura de 

absorvância a 260 nm, uma vez que as bases azotadas do DNA absorvem maximamente 

neste comprimento de onda. As amostras foram previamente diluídas num fator de 

diluição de 25 vezes em H2O MiliQ autoclavada e homogeneizadas através da agitação 

no vortéx (IKA MSI Minishaker). A leitura das absorvâncias foi realizada num 

espectrofotómetro Bio-Rad SmartSpec Plus (Figura 7) após a colocação das amostras 

numa cuvette de quartzo e a concentração de DNA foi determinada, utilizando a constante 

de dupla hélice de 50 ng/μL, pela seguinte expressão (Nicklas e Buel, 2003):  

[𝑫𝑵𝑨] (
𝑛𝑔

𝜇𝑙
) = 𝐴𝑏𝑠 260 𝑛𝑚 × 50

𝑛𝑔

𝜇𝑙
× 𝑓𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 

 

 

Figura 7: Espectrofotómetro Bio-Rad SmartSpec Plus utilizado na quantificação do 

DNA. 

Para avaliar o grau de pureza e a qualidade das amostras efetuou-se também a 

leitura da absorvância a 280 nm, visto que os resíduos aromáticos existentes nas proteínas 

absorvem neste comprimento de onda. Desta forma, é possível avaliar pelo rácio 

Abs260nm/Abs280nm o grau de pureza da amostra e para valores inferiores a 1,5 a 
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amostra está contaminada por proteínas, enquanto que para valores superiores a 2,0 está 

contaminada com RNA. 

2.4. Amplificação e digestão dos fragmentos de DNA 

2.4.1.  Conceitos Gerais 

2.4.1.1. Polymerase Chain Reaction - PCR 

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) é um método in vitro rápido, 

versátil e extremamente sensível para amplificar sequências de DNA e foi descoberto pela 

primeira vez, em 1984, pelo bioquímico Kary Mullis (Mullis, 1990). A PCR consiste 

numa reação em cadeia onde dois filamentos de DNA servem como moldes na síntese 

das novas cadeias de DNA durante os ciclos sequenciais (Sambrook e Russell, 2001; 

Garibyan e Avashia, 2013). Normalmente, a PCR é utilizada para amplificar de forma 

seletiva uma determinada sequência alvo de DNA. Esta amplificação seletiva apenas é 

possível se se conhecer as sequências de nucleótidos das regiões anteriores e posteriores 

ao fragmento que se pretende estudar, para que sejam desenhados conjuntos de 

aproximadamente 15-25 nucleótidos complementares e específicos (primers) para estas 

regiões, delimitando a sequência alvo (Sambrook e Russell, 2001; Strachan e Read, 

2011).  

A mix utilizada na técnica de PCR inclui, além dos primers, os seguintes 

constituintes: buffer, iões divalentes (normalmente Mg2+), enzima DNA polimerase 

termoestável (normalmente a Taq DNA Polimerase) e dNTPs – desoxinucleótidos 

trifosfato (dATP, dCTP, dTTP e dGTP). O buffer permite manter constante o pH e a força 

iónica durante o processo de amplificação do DNA, enquanto que o Mg2+ é cofator da 

DNA polimerase. Esta enzima catalisa a reação de inserção dos dNTPs na nova molécula 

de DNA formada e tem que apresentar uma excelente estabilidade às elevadas 

temperaturas a que ocorrem as fases dos ciclos de PCR (Sambrook e Russell, 2001). Cada 

ciclo de PCR divide-se nas seguintes fases (Figura 8): 

Desnaturação – Nesta fase há aumento da temperatura para valores superiores a 

90ºC e ocorre a separação da cadeia dupla de DNA em dois filamentos. Essa separação 

deve-se à quebra das ligações de hidrogénio (ligações fracas) entre as cadeias da molécula 

de DNA devido às temperaturas atingidas nesta fase. As ligações entre as moléculas de 

fosfato e desoxirribose mantêm-se intactas por serem ligações mais fortes. 
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Figura 8: Técnica de PCR: desnaturação do DNA, ligação dos primers (annealing) e a 

extensão da nova cadeia de DNA. (Adaptada de Garibyan e Avashia, 2013). 

Hibridização ou Annealing dos primers – Nesta fase ocorre a ligação 

(hibridização) dos primers à região complementar da cadeia molde de DNA produzida na 

fase anterior. A temperatura de annealing encontra-se entre 50-70 ºC e é crucial que seja 

obtida de forma rigorosa, no sentido de permitir uma hibridização específica dos primers 

com a sequência alvo.  

Extensão – Após a fase de annealing, a temperatura é aumentada para 72ºC de 

forma a permitir que a Taq DNA polimerase realize a extensão da cadeia de DNA através 

da incorporação dos dNTPs presentes na solução.  

Na realização do PCR existem vários parâmetros que afetam a especificidade e 

eficiência da amplificação do DNA, sendo eles: concentração de Taq DNA Polimerase, 

desenho dos primers utilizados, concentração de dNTPs, concentração dos iões 

divalentes, concentração de buffer e de DNA que se pretende amplificar. Desta forma, é 
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necessário otimizar todos os parâmetros referidos para que se obtenha a maior quantidade 

de DNA amplificado e sem produto inespecífico (Sambrook e Russell, 2001).  

2.4.1.2. Enzimas de Restrição 

As enzimas de restrição são endonucleases com a capacidade de reconhecer e 

clivar sequências específicas na dupla cadeia de DNA (Sambrook e Russell, 2001). Estas 

enzimas apresentam uma vasta gama de aplicações, particularmente na biologia e 

genética molecular. Assim, após a amplificação do DNA, os fragmentos amplificados são 

colocados a digerir com uma enzima de restrição específica para o polimorfismo em 

questão e, os fragmentos de restrição resultantes são facilmente analisados em 

electroforese em gel de agarose ou poliacrilamida (Sambrook e Russell, 2001).  

2.4.1.3. Eletroforese  

A electroforese em gel de agarose ou em gel de poliacrilamida é utilizada para 

separar e identificar fragmentos de DNA, visto ser uma técnica simples, rápida e de fácil 

execução. O gel de agarose apresenta uma maior amplitude de separação do que o gel de 

poliacrilamida, embora a resolução deste último seja mais elevada. Os fragmentos de 

DNA acima dos 50 pares de bases (pb) podem ser separados em géis de agarose e 

apresentam uma boa resolução quando corridos na horizontal em campo elétrico e direção 

constante (Sambrook e Russell, 2001). A separação dos fragmentos de DNA deve-se à 

presença do campo elétrico e direção constante aplicada, uma vez que a pH neutro o DNA 

migra para o pólo positivo, devido à sua carga superficial negativa conferida pelos seus 

grupos fosfato. É importante referir que o diâmetro dos poros do gel de agarose ou 

poliacrilamida é inversamente proporcional à concentração do gel utilizada e que a 

velocidade de migração varia consoante o peso molecular do fragmento de DNA, uma 

vez que quanto maior o tamanho do fragmento de DNA menos este irá migrar no gel.  

Na electroforese utilizam-se vários tampões, particularmente o TBE (Tris Borato 

EDTA) que permite manter o pH constante durante a mesma e inibir enzimas, como 

nucleases, enzimas restrição ou DNA polimerases que possam estar presentes na solução, 

uma vez que o EDTA é um agente quelante de catiões metálicos, particularmente o Mg2+ 

(Sambrook e Russell, 2001). Além do tampão, adiciona-se brometo de etídio para se 

detetar posteriormente o DNA no gel. Estes compostos vão intercalar-se nas bases da 

dupla cadeia de DNA e desta forma é possível visualizá-lo num Gel Doc através da 
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incidência de radiação UV. Às amostras adiciona-se um corante que lhes confere 

densidade e ajuda na visualização das bandas formadas no gel.  

2.4.2. Metodologia de genotipagem: Genes BDNF e p75NTR 

2.4.2.1. Polimorfismo Val66Met do gene BDNF 

2.4.2.1.1. Amplificação do fragmento de DNA 

O polimorfismo Val66Met encontra-se localizado no gene BDNF e consiste na 

substituição de uma Guanina por uma Adenina, resultando numa alteração de uma Valina 

(Val) por uma Metionina (Met) na proteína. Este SNP foi estudado através de um 

protocolo adaptado de Neves-Pereira et al (2002), tendo sido realizada inicialmente a 

desnaturação de 125 ng de DNA genómico a 95ºC, durante 5 minutos. De seguida, perfez-

se o volume final de 25 μl adicionando uma mix de PCR contendo os seguintes reagentes: 

buffer 1x, MgCl2 1,5 mM, dNTPs 200 μM, primers 0,4 μM e 0,04 U/μL de Taq DNA 

Polimerase. Os primers utilizados na amplificação do DNA foram os seguintes:  

Primer Foward - 5’-GAGGCTTGACATCATTGGCT-3’; 

Primer Reverse - 5’-CGTGTACAAGTCTGCGTCCT-3’ 

Seguidamente realizaram-se 30 ciclos de PCR no termociclador (Applied 

Biosystems), com as seguintes condições:  

- Desnaturação: 94ºC durante 30 segundos;  

- Annealing dos primers: 60ºC durante 30 segundos; 

- Extensão da cadeia de DNA: 72ºC durante 30 segundos. 

 Após estes ciclos ocorreu uma extensão final dos fragmentos de DNA a 72ºC 

durante 5 minutos.  

2.4.2.1.2. Digestão e eletroforese em gel de agarose 

O produto amplificado de 113 pb foi digerido durante a noite a 37 ºC, pela enzima 

de restrição Eco72I (MBI, Fermentas) (Neves-Pereira et al, 2002) (Figura 9), após ter sido 

testado 5µl de DNA amplificado num gel de agarose a 2 %.  
 

 

Figura 9: Local de clivagem da enzima de restrição Eco72I. 
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Posteriormente, adicionou-se a cada amostra uma solução corante de azul 

bromofenol (0,05 m/v), xileno cianol (0,05 m/v) e glicerol (30% v/v) e avaliou-se o 

padrão de digestão recorrendo a um gel de agarose a 3,5%, contendo brometo de etídio 

(10 mg/mL). A eletroforese decorreu num tampão de eletroforese TBE 1x (Tris-base 89 

mM, ácido bórico 89 mM, Na2EDTA.2H2O 2 mM) a uma voltagem de 100V, e ao gel foi 

também adicionado um marcador de peso molecular de 100 pb (Gene Ruler 100 pb DNA 

Ladder, Thermo Scientific), o qual permite determinar os tamanhos dos fragmentos de 

DNA obtidos. A visualização do gel foi realizada num Gel Doc (Bio-Rad). 

2.4.2.2. Polimorfismo S205L do gene p75NTR 

2.4.2.2.1. Amplificação do fragmento de DNA 

O polimorfismo S205L encontra-se localizado no exão 4 do gene p75NTR e para o 

estudo deste SNP, inicialmente, desnaturaram-se 50 ng de DNA genómico a 95ºC durante 

10 minutos, segundo o protocolo de Kunugi et al (2004), com algumas alterações. Para a 

amplificação do DNA, utilizou-se uma mix de PCR que contém buffer 1x, MgCl2 1,25 

mM, dNTPs 100 μM, primers 0,2 μM, Taq DNA Polimerase 0,04 U/μL, perfazendo o 

volume final de 25 µL. Os primers utilizados na amplificação foram os seguintes:  

Primer Foward - 5`-GCTAAAAGGGAGGAGTGGGGGAAG-3`; 

Primer Reverse - 5`-TTCAGGTCAAGGTCACAGCAAAGTCT-3`. 

A amplificação dos fragmentos de DNA ocorreu num termociclador (Bio-Rad) 

durante 35 ciclos com os seguintes parâmetros: 

- Desnaturação: 95ºC durante 30 segundos;  

- Annealing dos primers: 58ºC durante 20 segundos; 

- Extensão da cadeia de DNA: 72ºC durante 30 segundos. 

Após os ciclos de PCR, o passo final de extensão ocorreu a 72ºC durante 3 

minutos.  

2.4.2.2.2. Digestão e eletroforese em gel de agarose 

Após a amplificação, testou-se 5 µl de DNA amplificado num gel de agarose a 

2%. Posteriormente, o produto amplificado de 386 pb foi digerido pela enzima de 

restrição BanII (New England Biolabs) (Figura 10) durante a noite a 37ºC (Kunugi et al., 

2004). 
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Figura 10: Local de clivagem da enzima de restrição BanII. R= Adenina ou Guanina; Y= 

Citosina ou Timina. 

A cada amostra adicionou-se uma solução corante de azul bromofenol a 0,05 m/v 

e 30% v/v de glicerol e os fragmentos de restrição foram analisados por eletroforese em 

gel de agarose a 3%, previamente corado com brometo de etídio (10 mg/ml), a uma 

voltagem de 90V. O tampão de eletroforese utilizado foi o TBE 1x (Tris-base 89 mM, 

ácido bórico 89 mM, Na2EDTA.2H2O 2 mM) e adicionou-se ao gel também um marcador 

de peso molecular de 100 pb (Gene Ruler 100 pb DNA Ladder, Thermo Scientific) para 

determinação do tamanho dos fragmentos de DNA obtidos, após a visualização do gel 

num Gel Doc (Bio-Rad). 

2.5. Análise Estatística 

A análise estatística dos resultados dos estudos de associação em trios foi realizada 

por dois métodos, nomeadamente o HRR (Terwilliger e Ott, 1992) e o TDT (Spielman et 

al., 1993). No que se refere à estratégia HRR, como mencionado anteriormente, esta 

utiliza pais quer sejam homozigóticos ou heterozigóticos e determinam-se os alelos 

transmitidos (T) e os não transmitidos (NT) por estes ao probando (Terwilliger e Ott, 

1992). Os alelos não transmitidos (NT) pelos pais funcionam como controlo. 

Relativamente ao TDT este utiliza somente trios nos quais os pais são heterozigóticos e 

determina-se também os alelos transmitidos (T) e não transmitidos (NT), funcionando, à 

semelhança da estratégia HRR, os alelos não transmitidos (NT) como controlos. Na 

estratégia do HRR utilizam-se tabelas de contingência 2x2 e o χ2 é determinado segundo 

a expressão seguinte: χ2= ∑((O - E)2/E). A estratégia do TDT utiliza também tabelas de 

contingência 2x2 e o teste de McNemar (Spielman et al., 1993) para determinação do χ2: 

χ2 = (a - b)2 /(a + b). No sentido de se analisar diferenças de género e subtipos da patologia 

PDAH procedeu-se também à análise utilizando as estratégias do HRR e TDT. 
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3. Resultados e discussão 

3.1. Estudo de associação entre o polimorfismo do gene BDNF e a PDAH 

3.1.1.  Polimorfismo Val66Met do gene BDNF e PHDA  

O sistema neurotrófico tem sido associado na fisiopatologia da PDAH e entre as 

várias neurotrofinas, o BDNF é promissor face à sua ação a nível neuronal e atividade 

moduladora de vários sistemas de neurotransmissores, que têm sido associados à PDAH. 

A nível mundial, o gene BDNF tem sido implicado na etiologia da PDAH, em várias 

populações mundiais. Contudo não existem estudos genéticos na população portuguesa. 

Assim, com o objetivo de investigar o gene BDNF na etiologia da PDAH na população 

portuguesa, procedeu-se à amplificação de um fragmento de DNA, no qual se localiza o 

polimorfismo Val66Met que consiste na alteração de um nucleótido de Guanina por uma 

Adenina na posição 196 do gene BDNF (Figura 11), resultando na troca de uma Valina 

(Val) por uma Metionina (Met) no pró-domínio da proteína.  

 

Figura 11: Esquema e localização do polimorfismo Val66Met no gene BDNF. Os 

exões estão representados pelos números romanos de I-IX; o polimorfismo Val66Met (rs6265) 

está localizado no exão IX do gene BDNF (adaptado de Boulle et al., 2012).  

 Segundo o protocolo descrito no ponto 2.4.2.1.1 de Material e Métodos, o 

fragmento de DNA amplificado por PCR é constituído por 113 pb e está representado na 

eletroforese da Figura 12. 
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Figura 12: Eletroforese em gel de agarose a 2% para testar a amplificação do fragmento 

de 113 pb relativo ao polimorfismo Val66Met do gene BDNF. Legenda: 1 a 6 - produto de 

amplificação de várias amostras; 7 - controlo negativo; M - marcador de peso molecular de 100 

pb (Gene Ruler 100 pb DNA Ladder, Thermo Scientific). 

Posteriormente, colocaram-se as amostras de DNA amplificadas a digerir com a 

enzima de restrição Eco72I e obtiveram-se os fragmentos de 35 pb e 78 pb, que 

correspondem a indivíduos homozigóticos Val/Val. Fragmentos de DNA com 35 pb, 78 

pb e 113 pb correspondem a indivíduos heterozigóticos Val/Met, enquanto o fragmento 

com 113 pb corresponde a indivíduos homozigóticos Met/Met (Figura 13). 

 

Figura 13: Perfil eletroforético do polimorfismo Val66Met do gene BDNF, em gel de 

agarose a 3,5%, após digestão com a enzima de restrição Eco72I. Legenda: 

1,7,8,9,10,13,14,15 e 16 correspondem a indivíduos homozigóticos para o alelo Val (Val/Val); 

3,4,6,11,12,17,18 e 19 correspondem a indivíduos heterozigóticos (Val/Met); 2 e 5 correspondem 

a indivíduos homozigóticos para o alelo Met (Met/Met). M representa o marcador de peso 

molecular de 100 pb (Gene Ruler 100 pb DNA Ladder, Thermo Scientific). 
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3.1.2. Amostra total de trios: Polimorfismo Val66Met do gene BDNF e PHDA  

Como referido anteriormente, pela estratégia HRR avaliam-se os alelos 

transmitidos (T) e não transmitidos (NT) pelos pais homozigóticos e heterozigóticos para 

o probando, sendo que os alelos não transmitidos (NT) funcionam como controlo. Os 

resultados referentes à análise HRR para a amostra total de trios estão representados na 

Tabela 1. 

Tabela 1 - Polimorfismo Val66Met do gene BDNF na amostra total de trios: estratégias 

HRR e TDT 

 

Como se verifica na Tabela 1, a estratégia do HRR, não revelou associação entre 

o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH na amostra de trios estudada (χ2= 

2,454; df=1; p=0,117).  

Em relação à estratégia do TDT, somente se utiliza pais heterozigóticos e, à 

semelhança da estratégia do HRR, determinam-se os alelos transmitidos (T) e não 

transmitidos (NT), funcionam estes últimos como controlo. Procedeu-se à análise 

estatística e os resultados obtidos pela estratégia do TDT representados na Tabela 1 não 

revelaram diferenças estatisticamente significativas entre os alelos transmitidos (T) e não 

transmitidos (NT) (χ2= 2,770; df=1; p=0,096). No entanto, no sentido de esclarecer o 

resultado obtido (p= 0,096) é importante a realização de um estudo com uma amostra de 

trios maior da população portuguesa.  

Para a amostra total de trios, os resultados obtidos pelas estratégias HRR e TDT 

parecem sugerir que o gene BDNF não apresenta um papel direto na etiologia da PDAH. 

Estes resultados estão de acordo com outros estudos genéticos realizados em amostras de 

trios de diferentes populações mundiais, nomeadamente tailandesa, alemã, inglesa e 
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canadiana (Lee et al., 2007; Schimmelmann et al., 2007; Xu et al., 2007; Tzang et al., 

2013), os quais não revelaram associação entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF 

e a PDAH. Três estudos caso-controlo também revelaram resultados negativos na 

população chinesa, coreana e alemã (Friedel et al., 2005; Cho et al., 2010; Li et al., 

2014b). Para além disso, duas meta-análises também não revelaram associação entre o 

polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH numa amostra de indivíduos de 

populações de diferentes países (Sánchez-Mora et al., 2010; Lee e Song, 2015). 

Contrariamente, um estudo caso-controlo (Aureli et al., 2010) e dois estudos com base 

em trios (Kent et al., 2005; Lanktree et al., 2008) revelaram associação entre o 

polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH, que pode ser devida ao número de 

amostras estudadas e à heterogeneidade entre as populações estudadas. De referir ainda 

que o alelo Val66 apresenta uma maior prevalência pela estratégia do TDT utilizada nos 

estudos de Lanktree e colegas (2008) e Kent e colaboradores (2005), verificando-se o 

oposto no nosso trabalho (alelo Met66), utilizando a mesma estratégia.  

 Embora os resultados obtidos não revelem associação entre a PDAH e o 

polimorfismo Val66Met do gene BDNF, é importante continuar este estudo uma vez que, 

particularmente com a estratégia do TDT, o resultado obtido (p= 0,096) carece de estudos 

adicionais no sentido de se esclarecer o papel do gene BDNF na etiologia da PDAH. A 

neurotrofina BDNF está associada a vias de sinalização celular, que promovem a 

sobrevivência e diferenciação neuronal, e modula os sistemas dopaminérgico, 

serotoninérgico e noradrenérgico (Autry e Monteggia, 2012) que têm sido associados à 

PDAH. Além disso, uma vez que o BDNF é expresso na região do córtex cerebral (Liu et 

al., 2014) e disfunção nesta região está associada à expressão da patologia, alterações 

genéticas no gene BDNF podem afetar a função desta neurotrofina, que por sua vez leva 

a disfunções nesta região cerebral. De facto, o polimorfismo Val66Met do gene BDNF, 

que consiste na alteração de uma Guanina por uma Adenina na posição 196 deste gene, 

resultando na troca de uma valina por uma metionina no pró-domínio da proteína, tem 

sido associado a disfunções no armazenamento, libertação e distribuição da molécula de 

BDNF in vitro (Egan et al., 2003). Verificou-se ainda que o alelo Met66 está associado a 

uma alteração no armazenamento do proBDNF e a uma diminuição da libertação da 

molécula madura de BDNF (Chen et al., 2004). É importante também referir que estudos 

com crianças com PDAH revelaram níveis mais elevados da neurotrofina BDNF no 

plasma das mesmas comparativamente aos controlos (Shim et al, 2008; Li et al., 2014b).   
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3.1.3.  Análise de género: Polimorfismo Val66Met do gene BDNF e PHDA  

Face à diferença que existe de género na PDAH, na qual a prevalência de 

indivíduos do sexo masculino é maior comparativamente ao feminino (3/1), procedeu-se 

à análise de género, estratificando a amostra total de trios com o objetivo de se investigar 

possíveis diferenças na população portuguesa. Relativamente ao sexo feminino os 

resultados estão presentes na Tabela 2 e não se observaram diferenças estatisticamente 

significativas entre os alelos transmitidos (T) e não transmitidos (NT) em ambas as 

estratégias (HRR - χ2= 1,953; df=1; p=0,162; TDT - χ2= 3,000; df=1; p=0,083). O 

resultado obtido na estratégia do TDT é inconclusivo, face ao número de trios 

informativos utilizados, carecendo de um estudo adicional com uma amostra de trios 

maior.  

Tabela 2 - Polimorfismo Val66Met do gene BDNF na amostra de trios relativa ao sexo 

feminino: estratégias HRR e TDT  

 

Como representado na Tabela 3, para o sexo masculino também não se obteve 

associação entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH para ambas as 

estratégias utilizadas (HRR - χ2= 0,785; df=1; p=0,376; TDT - χ2= 1,000; df=1; p=0,317).  
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Tabela 3 -Polimorfismo Val66Met do gene BDNF na amostra de trios relativa ao sexo 

masculino: estratégias HRR e TDT  

 

De referir que embora no nosso estudo não exista associação entre o polimorfismo 

Val66Met do gene BDNF e a PDAH, para o sexo feminino observou-se uma maior 

transmissão do alelo Met66 dos progenitores para o probando, utilizando a estratégia do 

TDT, resultado semelhante ao observado num estudo com trios da população coreana 

utilizando a mesma estratégia (Cho et al., 2010). Um estudo caso-controlo com crianças 

chinesas revelou uma maior frequência do alelo Val66 para os indivíduos do sexo 

feminino, sugerindo que no sexo feminino este alelo é fator de risco para a PDAH (Li et 

al., 2014b). Esta diferença de resultados pode dever-se às variações genéticas entre as 

populações, à estratégia utilizada e ao tamanho da amostra estudada.  

Relativamente à análise de género, uma meta-análise utilizando amostras de 

quatro populações europeias (Sánchez-Mora et al., 2010) e um estudo caso-controlo com 

crianças com PDAH da população coreana, não revelaram associação entre o 

polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH para o sexo feminino. No entanto, 

como referido anteriormente, estudos em crianças revelaram aumento dos níveis de 

BDNF no plasma de crianças com a patologia (Shim et al., 2008; Li et al., 2014b). 

Verificou-se também que para o sexo feminino, o alelo Val66 e o genótipo Met66/Met66 

estão associados a níveis mais baixos e mais elevados de BDNF no plasma de crianças 

com o PDAH, respetivamente (Li et al., 2014b). De facto, o alelo Met66 está associado a 

alterações ao nível do armazenamento e da libertação da neurotrofina madura de BDNF, 

podendo ter repercussões na função desta molécula no sistema biológico. Uma vez que o 

BDNF regula vias de sinalização intracelular e é modelador de vários sistemas de 

neurotransmissão implicados na PDAH, níveis mais elevados de BDNF no plasma de 

crianças com PDAH com genótipo Met66/Met66 podem dever-se a uma maior expressão 

do BDNF no organismo para colmatar as alterações induzidas pelo alelo Met66. 
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Relativamente ao sexo masculino, não se conhecem estudos com base em trios 

efetuados em outras populações mundiais, e uma meta-análise (Sánchez-Mora et al., 

2010) e três estudos caso-controlo (Conner et al., 2008; Cho et al., 2010; Li et al., 2014b) 

são negativos para o polimorfismo Val66Met do gene BDNF. 

Em suma, a análise de género efetuada na amostra da população portuguesa 

estudada não revelou associação entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a 

PDAH. Contudo, é importante a continuação do estudo da análise de género, numa 

amostra maior de trios no sentido de se esclarecer o resultado inconclusivo obtido para o 

sexo feminino.  

3.1.4. Análise de subtipo: Polimorfismo Val66Met do gene BDNF e PHDA 

À semelhança da análise de género, a amostra total de trios foi estratificada por 

subtipo de PDAH. No entanto, tendo em conta o número reduzido de trios para o subtipo 

hiperativo-impulsivo, optou-se por apenas se apresentar os resultados dos subtipos 

inatento e misto.  

Em relação ao subtipo inatento, os resultados obtidos estão presentes na Tabela 4 

e não se observou associação entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH, 

para ambas as estratégias utilizadas (HRR - χ2=0,000; df=1; p=1,000; TDT - χ2=0,091; 

df=1; p=0,763). Não existem estudos efetuados a nível mundial com trios, no entanto um 

estudo caso-controlo com 143 indivíduos caucasianos adultos (Conner et al., 2008) e uma 

meta-análise (Sánchez-Mora et al., 2010) também não revelaram associação entre o 

polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH, para o subtipo inatento. 

Tabela 4 - Polimorfismo Val66Met do gene BDNF na amostra de trios relativa ao subtipo 

inatento: estratégias HRR e TDT 
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Para o subtipo misto os resultados obtidos estão representados na Tabela 5 e as 

estratégias HRR (χ2= 3,282; df=1; p=0,070) e TDT (χ2= 3,596; df=1; p=0,058) revelaram 

uma tendência de associação entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH. 

Tabela 5 - Polimorfismo Val66Met do gene BDNF na amostra de trios relativa ao subtipo 

misto: estratégias HRR e TDT 

 

No sentido de se esclarecer os resultados obtidos pelo HRR e TDT relativamente 

ao subtipo misto é importante a realização de um estudo com uma amostra de trios maior 

da população portuguesa. De referir que a meta-análise caso-controlo realizada por 

Sánchez-Mora e colaboradores (2010) não revelou associação entre o polimorfismo 

Val66Met do gene BDNF e a PDAH numa amostra de 1445 indivíduos de quatro 

populações europeias.  

Relativamente ao subtipo inatento, optou-se por não se realizar a análise de género 

face ao número reduzido de trios do sexo feminino. Para o subtipo misto, procedeu-se 

também à estratificação da amostra para a análise de género, e os resultados obtidos quer 

para o sexo masculino quer para o sexo feminino, utilizando a estratégia do HRR e TDT, 

estão representados nas Tabelas 6 e 7. No que se refere ao sexo masculino do subtipo 

misto, os resultados são negativos para o polimorfismo Val66Met do gene BDNF (HRR: 

χ2=1,399; df=1; p=0,237; TDT: χ2=0,947; df=1; p=0,331). 
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Tabela 6 - Polimorfismo Val66Met do gene BDNF na amostra de trios relativa ao sexo 

masculino do subtipo misto: estratégias HRR e TDT 

 

Para o sexo feminino do subtipo misto, os resultados obtidos para o HRR são 

negativos (χ2=1,810; df=1; p=0,178). Para a estratégia do TDT observou-se um valor de 

p=0,020 que pode ser um falso-positivo, tendo em conta o número reduzido de trios 

informativos incluídos na análise do sexo feminino.   

Tabela 7 - Polimorfismo Val66Met do gene BDNF na amostra de trios relativa ao sexo 

feminino do subtipo misto: estratégias HRR e TDT 

 

Apesar de não existirem estudos a nível mundial da análise de género nos subtipos 

de PDAH é importante a realização dos mesmos, uma vez que existem diferenças entre 

género na PDAH e podem existir genes de suscetibilidade diferentes para o sexo feminino 

e masculino.  
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3.2. Estudo de associação entre o polimorfismo do gene p75NTR e a PDAH 

3.2.1.  Polimorfismo S205L do gene p75NTR e a PDAH 

O gene que codifica o recetor p75NTR é importante para a etiologia da PDAH, uma 

vez que o recetor p75NTR interage com as proneurotrofinas e neurotrofinas, 

desencadeando vários mecanismos de sinalização celular, particularmente a 

sobrevivência neuronal. Assim, neste trabalho propôs-se o estudo do gene candidato 

p75NTR (Figura 14) na etiologia da PDAH na população portuguesa. 

 

Figura 14: Esquema da estrutura do gene p75NTR. Os exões estão numerados de I a VI; o 

polimorfismo S205L localiza-se no exão IV do gene p75NTR. 

Para a realização da genotipagem, procedeu-se à amplificação de um fragmento 

de DNA com 386 pb, contendo o polimorfismo S205L, que consiste na alteração de um 

nucleótido de Citosina por uma Timina na posição 727 do gene p75NTR, segundo o 

protocolo descrito no ponto 2.4.2.2.1. de Material e Métodos. O produto de amplificação 

está representado no gel de agarose da Figura 15. 

 

Figura 15: Eletroforese em gel de agarose a 2% para testar a amplificação do fragmento 

de 386 pb do gene p75NRT. Legenda: 1 a 6 – fragmento de DNA amplificado; 7 - controlo 

negativo; M - marcador de peso molecular de 100 pb (Gene Ruler 100 pb DNA Ladder, 

Thermo Scientific).  

 1       2      3      4       5      6      7     M 

386 pb 
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 Após a amplificação do DNA, este foi digerido com a enzima de restrição BanII 

e obtiveram-se fragmentos de DNA com 289 pb e 97 pb, 386 pb, 289 pb e 97 pb e 386 pb 

que correspondem a indivíduos homozigóticos S205/S205, heterozigóticos S205/L205 e 

homozigóticos L205/L205, respetivamente (Figura 16).  

 

Figura 16: Perfil eletroforético do polimorfismo S205L do gene p75NTR em gel de agarose 

a 3%. Legenda: 1,3,6,7,8,9,12,13,14,15 e 17 - indivíduos homozigóticos para o alelo S205 

(S205/S205); 2,4,5,16 e 19 - indivíduos heterozigóticos (S205/L205); 11 e 18 - indivíduos 

homozigóticos para o alelo L205 (L205/L205); 10 - amostra não amplificada; M - marcador de 

peso molecular de 100 pb (Gene Ruler 100 pb DNA Ladder, Thermo Scientific).  

3.2.2.  Amostra total de trios: Polimorfismo S205L do gene p75NTR e PDAH  

À semelhança do gene BDNF, efetuaram-se as análises estatísticas através das 

estratégias HRR e TDT na amostra total de trios e os resultados obtidos representados na 

Tabela 8 não revelaram associação entre o polimorfismo S205L do gene p75NTR e a PDAH 

(HRR - χ2= 0,113; df=1; p=0,737; TDT - χ2=0,121; df=1; p= 0,728). 

Tabela 8 - Polimorfismo S205L do gene p75NTR na amostra de trios total: estratégias HRR 

e TDT 
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À luz do nosso conhecimento, não existem estudos com base em trios realizados 

entre o polimorfismo S205L do gene p75NTR e a PDAH a nível mundial, excetuando o 

estudo caso-controlo com 143 indivíduos adultos do sexo masculino, que também não 

revelou associação entre o polimorfismo S205L do gene p75NTR e a PDAH (Conner et al., 

2008). Apesar dos nossos resultados não revelarem associação entre o polimorfismo 

S205L do gene p75NTR e a PDAH, é importante realizar outros estudos de associação do 

tipo caso-controlo e com base em trios, em diferentes populações mundiais. De facto, é 

necessário efetuar estudos do polimorfismo S205L, uma vez que o recetor p75NTR está 

associado a vias de sinalização celulares de regiões cerebrais implicadas na fisiopatologia 

da PDAH, apesar de, até ao momento, ainda não estar totalmente esclarecido o 

mecanismo associado às alterações induzidas pelo polimorfismo S205L no recetor 

p75NTR. Além disso, uma vez que o polimorfismo S205L do gene p75NTR leva à alteração 

de uma serina por uma leucina na estrutura do recetor p75NTR, esta pode interferir na 

dimerização e interação do recetor com as neurotrofinas. É importante ainda referir que 

o recetor p75NTR é expresso em regiões cerebrais, como por exemplo no córtex pré-

frontal, no cerebelo e no putamen caudado, que têm sido implicadas na PDAH e 

alterações genéticas no gene que codifica o recetor p75NTR podem conduzir a alterações 

na função do mesmo, podendo induzir disfunções nas regiões cerebrais referidas.  

3.2.3.  Análise de género: Polimorfismo S205L do gene p75NTR e PDAH  

Na PDAH existem diferenças ao nível de género, como referido anteriormente, 

sendo a patologia mais prevalente no sexo masculino do que no sexo feminino. Assim, 

com o objetivo de se avaliar se existem diferenças entre o sexo feminino e o sexo 

masculino na população portuguesa, efetuou-se à semelhança do gene BDNF, a análise 

de género, estratificando a amostra total de trios e os resultados obtidos das estratégias do 

HRR e do TDT estão representados nas Tabelas 9 e 10.  

Relativamente ao sexo feminino não se obteve associação entre o polimorfismo 

S205L do gene p75NTR e a PDAH, quer pelo HRR (χ2=0,137; df=1; p=0,711), quer pelo 

TDT (χ2=0,500; df=1; p= 0,480).  
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Tabela 9 - Polimorfismo S205L do gene p75NTR na amostra de trios relativa ao sexo 

feminino: estratégias HRR e TDT. 

 

Para o sexo masculino, os resultados estão presentes na Tabela 10 e à semelhança 

do sexo feminino, não revelaram diferenças estatisticamente significativas entre os alelos 

transmitidos (T) e não transmitidos (NT) em ambas as estratégias utilizadas (HRR - 

χ2=0,000; df=1; p=1,000; TDT - χ2=0,040; df=1; p= 0,841). 

Tabela 10 - Polimorfismo S205L do gene p75NTR na amostra de trios relativa ao sexo 

masculino: estratégias HRR e TDT 

 

 A nível mundial não existem estudos de análise de género utilizando trios para o 

polimorfismo S205L do gene p75NTR na PDAH e um estudo caso-controlo com 143 

indivíduos adultos do sexo masculino não revelou associação entre o polimorfismo 

S205L do gene p75NTR e a PDAH (Conner et al., 2008). Uma vez que não existem estudos 

a nível mundial é importante a realização de análise de género, em populações mundiais 

diferentes, face às diferenças entre género na PDAH que podem ter repercussões na 

diferença de genes de suscetibilidade para o sexo feminino e masculino.  
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3.2.4.  Análise de subtipo: Polimorfismo S205L do gene p75NTR e PDAH 

 Como realizado na análise de género, efetuou-se também uma estratificação por 

subtipo de PDAH da amostra total de trios para se avaliar diferenças entre subtipos da 

patologia na população portuguesa. No entanto, tal como no gene BDNF, apenas se 

realizou a análise estatística para os subtipos inatento e misto da PDAH, devido ao 

reduzido número de trios para o subtipo hiperativo-impulsivo. Assim, relativamente ao 

subtipo inatento, os resultados apresentados na Tabela 11, para ambas as estratégias, não 

demonstraram diferenças estatisticamente significativas entre os alelos transmitidos (T) e 

os não transmitidos (NT) (HRR - χ2=0,136; df=1;p=0,712; TDT - χ2=0,500; df=1; 

p=0,480). Não existem estudos com base em trios a nível mundial e não foi observada 

associação entre o polimorfismo S205L do gene p75NTR no subtipo inatento da PDAH, 

num estudo caso-controlo efetuado por Conner e colaboradores (2008). 

Tabela 11 - Polimorfismo S205L do gene p75NTR na amostra de trios relativa ao subtipo 

inatento: estratégias HRR e TDT 

 

Em relação ao subtipo misto, os resultados obtidos estão presentes na Tabela 12 e 

à semelhança do subtipo inatento, a estratégia do HRR e do TDT não demonstraram 

diferenças estatisticamente significativas entre os alelos transmitidos (T) e os alelos não 

transmitidos (NT) para o polimorfismo S205L do gene p75NTR (HRR - χ2=0,008; df=1; 

p=0,930; TDT - χ2=0,000; df=1; p=1,000). 
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Tabela 12 - Polimorfismo S205L do gene p75NTR na amostra de trios relativa ao subtipo 

misto: estratégias HRR e TDT 

 

No nosso trabalho, os resultados obtidos para os subtipos de PDAH estudados não 

revelaram associação entre o polimorfismo S205L do gene p75NTR e PDAH. Até ao 

momento não se conhecem estudos de associação entre o polimorfismo S205L do gene 

p75NTR e o subtipo misto da PDAH, em outras populações mundiais, pelo que é importante 

o desenvolvimento de estudos com base em trios e caso-controlo em populações mundiais 

diferentes para se avaliarem possíveis diferenças entre subtipos de PDAH.  

 Em relação ao subtipo inatento a análise de género não foi realizada, tendo em 

conta o número reduzido de trios do sexo feminino. De forma semelhante ao realizado 

para o gene BDNF, foi efetuada uma análise de género para o subtipo misto. Para o sexo 

feminino do subtipo misto, os resultados estão presentes na Tabela 13 e não se observou 

associação entre o polimorfismo S205L do gene p75NTR e a PDAH, quer no HRR 

(χ2=0,000; df=1; p=1,000), quer no TDT (χ2=0,200; df=1; p=0,655). 

Tabela 13 - Polimorfismo S205L do gene p75NTR na amostra de trios relativa ao 

sexo feminino do subtipo misto: estratégias HRR e TDT 
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Relativamente ao sexo masculino do subtipo misto, os resultados encontram-se na 

tabela 14 e foram semelhantes aos do sexo feminino, não se tendo observado associação 

entre o polimorfismo S205L do gene p75NTR e a patologia, em ambas as estratégias 

utilizadas (HRR - χ2=0,046; df=1; p=0,830; TDT - χ2=0,05; df=1; p= 0,823). 

Tabela 14 - Polimorfismo S205L do gene p75NTR na amostra de trios relativa ao sexo 

masculino do subtipo misto: estratégias HRR e TDT 

 

 A nível mundial, que tenhamos conhecimento, não existem estudos de análise de 

género para os subtipos da PDAH referentes ao gene p75NTR. Assim, é importante o 

desenvolvimento de estudos com base em trios e a análise de género para os subtipos de 

PDAH, uma vez que à semelhança de outros genes estudados existem diferenças a nível 

genético.  
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Conclusão 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

4. Conclusão  

Neste trabalho foi realizado um estudo de associação com base em trios, utilizando 

as estratégias HRR e TDT. Na amostra total de trios, na análise de género e no subtipo 

inatento não se observou associação entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a 

PDAH, através das estratégias HRR e TDT, sugerindo que o gene BDNF não apresenta 

um papel direto na etiologia da PDAH. Relativamente ao subtipo misto verificou-se uma 

tendência de associação entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH, em 

ambas as estratégias utilizadas, pelo que é importante o desenvolvimento de estudos 

adicionais para se esclarecer o resultado obtido. Na estratificação de género do subtipo 

misto não se verificou associação entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a 

PDAH, para o sexo masculino. Em relação ao sexo feminino o resultado obtido, face ao 

número de trios informativos analisados, carece de estudos adicionais uma vez que o 

resultado pode ser um falso-positivo.  

Para o gene p75NTR utilizando as estratégias HRR e TDT não se observou 

associação entre o polimorfismo S205L e a PDAH, na amostra total de trios, na análise 

de género, no subtipo misto, no subtipo inatento, no sexo feminino/masculino do subtipo 

misto. Assim, estes resultados parecem sugerir que o gene p75NTR não desempenha um 

papel importante na etiologia da PDAH.  
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Perspetivas Futuras 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

5. Perspetivas Futuras 

Face aos resultados obtidos neste estudo e ao papel que as neurotrofinas e seus 

recetores desempenham a nível neuronal, é importante o estudo de outros polimorfismos 

e genes do sistema neurotrófico, particularmente do recetor TrkB. O BDNF liga com alta 

afinidade a este recetor desencadeando importantes vias de sinalização celular que 

induzem a plasticidade sináptica e o crescimento e sobrevivência neuronal (Figura 18) 

(Autry e Monteggia, 2012).  

 

Figura 17: Vias de sinalização decorrentes da interação do BDNF com o recetor TrkB 

(adaptado de Autry e Monteggia, 2012). 

Para além disso, o BDNF apresenta ainda uma atividade modeladora do sistema 

dopaminérgico através da ativação do TrkB (Blochl et al., 1996). Assim seria importante 

o estudo da interação entre o gene BDNF e o gene TrkB, bem como a interação destes 

genes com genes do sistema dopaminérgico, por exemplo o gene DAT1.  

Relativamente ao polimorfismo S205L do gene p75NTR, seria importante o 

desenvolvimento de estudos funcionais para compreender e esclarecer o papel deste 

polimorfismo na atividade do recetor p75NTR.  

Salienta-se ainda a importância de realizar estudos de farmacogenética no sentido 

de se proporcionar terapias mais individualizadas aos doentes com PDAH o que permitirá 

uma melhor qualidade de vida e bem-estar dos indivíduos com a patologia.  

 

TrkB 
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