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Resumo

A Perturbacdo do Défice de Atencdo e Hiperatividade (PDAH) é a doenca
neuropsiquiatrica mais comum nas faixas etarias mais baixas e apresenta repercussoes
nos diversos niveis sociais, familiares e economicos. A PDAH caracteriza-se por
sintomas de hiperatividade, impulsividade e falta de atencéo, e subdivide-se em trés
subtipos, o inatento, o hiperativo-impulsivo e o misto. Vrias evidéncias sugerem que o
sistema neurotréfico, particularmente o BDNF e o recetor p75N™R, desempenham um
papel importante na etiologia da PDAH. Na populacdo portuguesa ndo existem estudos
genéticos relacionados com o sistema neurotrofico. Neste trabalho investigou-se 0s
polimorfismos Val66Met do gene BDNF e S205L do gene p75N™R na etiologia da PDAH
e procedeu-se também a analise de género e subtipos da patologia, na populacédo
portuguesa, utilizando a metodologia PCR-RFLP.

Através das estratégias HRR e TDT ndo se obteve associacdo entre o
polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH na amostra total de trios (HRR -
v?=2,454; df=1; p=0,117; TDT - ¥?=2,770; df=1; p=0,096). A semelhanca da amostra
total, na analise de género os resultados referentes ao polimorfismo Val66Met do gene
BDNF séo negativos (sexo feminino: HRR - ¥?=1,953; df=1; p=0,162; TDT - ¥?=3,000;
df=1; p=0,083; sexo masculino: HRR - ¥?=0,785; df=1; p=0,376; TDT - ¥>=1,000; df=1;
p=0,317). Em relacdo a analise dos subtipos da PDAH, no subtipo inatento ndo se
observou associacdo entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH (HRR -
¥?=0,000; df=1; p=1,000; TDT - %?=0,091; df=1; p=0,763) e no subtipo misto verificou-
se uma tendéncia de associacdo entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a
PDAH, utilizando as estratégias HRR e TDT (HRR - y%= 3,282; df=1; p=0,070; TDT -
¥?= 3,596; df=1; p=0,058). Na estratificacdo do subtipo misto, na analise de género os
resultados sdo negativos (sexo masculino: HRR: ¥?=1,399; df=1; p=0,237; TDT:
¥?=0,947; df=1; p=0,331; sexo feminino: ¥>=1,810; df=1; p=0,178; y’>=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 numero 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 podera desempenhar um papel importante no subtipo misto da
PDAH.

No que se refere ao gene p75NR ndo se observou associagdo entre o polimorfismo
S205L e a PDAH na amostra total de trios (HRR - ¥?=0,113; df=1; p=0,737; TDT -
¥?=0,121; df=1; p=0,728) e na estratificacdo por género (sexo feminino: HRR - ¥>=0,137;



df=1; p=0,711; TDT ¥?=0,500; df=1; p= 0,480; sexo masculino: HRR - ¥*>=0,000; df=1;
p=1,000; TDT - %?=0,040; df=1; p= 0,841). Relativamente aos subtipos inatento e misto
também ndo se verificou associacdo entre o polimorfismo estudado e a PDAH nas
estratégias utilizadas (subtipo inatento: HRR - ?=0,136; df=1;p=0,712; TDT - 4?>=0,500;
df=1; p=0,480; subtipo misto: HRR - ¥>=0,008; df=1; p=0,930; TDT - %?=0,000; df=1;
p=1,000). Na analise de género para o subtipo misto os resultados sdo negativos pelo
HRR e TDT (sexo feminino: HRR - ¥?=0,000; df=1; p=1,000; TDT - %>=0,200; df=1;
p=0,655; sexo masculino: HRR - ?=0,046; df=1; p=0,830; TDT - %?=0,050; df=1;
p=0,823). No seu conjunto, os resultados parecem sugerir que o polimorfismo S205L do

gene p75NR ndo desempenha um papel direto na etiologia da PDAH.

Palavras-chave: Perturbacdo do défice de atencdo e hiperatividade; Neurotrofinas;

Genética; Estudo de Associacdo; genes BDNF e p75N™R,



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 p75N™® 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 p75"TR 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
-4?=2.454, df=1, p=0.117; TDT - ?=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 - ¥>=1.953, df =1, p=0.162; TDT - »?>=3.000; df =1; p=0.083; male: HRR -
¥?=0.785, df=1, p = 0.376; TDT - ¥>=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 - %2 = 0.000, df=1, p=1.000; TDT
-¥2=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 - y? =3.282, df=1, p=0.070; TDT - ¥?=3.596, df =1, p=0.058).
In the stratification of combined subtype, the gender analysis results are negative (male:
HRR - ¥>=1.399; df=1; p=0.237; TDT - %?=0.947, df =1, p=0.331; females: HRR -
¥?=1.810, df=1, p = 0.178; TDT - ¥>=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 p75N™® gene there are no association between the
polymorphism S205L and ADHD in the total sample of trios (HRR - ¥?=0.113; df=1;
p=0.737; TDT - ?=0.121; df=1; p=0.728) and stratification by gender (female: HRR -
¥?=0.137, df=1, p=0.711; TDT - %?>=0.500, df=1, p=0.480; male: HRR - ¥>=0.000, df=1;



p=1.000; TDT - %?=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 - ¥*=0.136, df=1, p=0.712; TDT -
¥*=0.500; df=1; p=0.480; combined subtype: HRR - ¥?=0.008, df=1, p=0.930; TDT -
¥*=0.000, df=1, p=1.000). Gender analysis for combined subtype results are negative by
HRR and TDT (female: HRR - %?=0.000, df =1, p=1.000; TDT - ¥?=0.200, df =1, p=0.655;
male: HRR - ¥?=0.046, df=1, p=0.830; TDT - ¥?=0.050, df=1, p=0.823). Altogether, the
results seem to suggest that the S205L polymorphism of the p75"™® gene does not play a
direct role in the etiology of ADHD.

Keywords: Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD); Neurotrophins; Genetics;
Association Studies; BDNF and p75NR genes.
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1. Introducéo

1.1. Breve resenha histérica

A designacdo da Perturbacdo do Défice de Atencdo e Hiperatividade (PDAH) ¢
relativamente recente. No entanto, existe literatura historica que revela que esta patologia
foi sendo descrita por diversos autores ao longo dos ultimos trés séculos (Lange et al.,
2010; Barkley e Peters, 2012). De facto, a caracterizacdo da PDAH apresenta
discordancia 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 a atual PDAH na qual os doentes manifestam sintomas de inatencéo (Lange et
al., 2010; Barkley e Peters, 2012). Posteriormente, Heinrich Hoffmann escreveu um livro
de histdrias infantis no qual incluiu a historia Fidgety Phil que retratava uma crianga com
comportamentos caracteristicos da PDAH (Lange et al., 2010). No inicio do século XX
surgiu a primeira descricao cientifica da doenga por George Frederic Still (Still, 1902)
que mais se assemelha a atual caracterizacdo da PDAH (Lange et al., 2010). Embora a
caracterizacdo da patologia descrita por Still apresente diferencas relativamente a PDAH,
alguns dos sintomas nos seus doentes serviram de base, anos mais tarde, como critérios
de classificacdo para o diagnostico da PDAH (Lange et al., 2010). Apds a caracterizacao
de Still, houve evolucdo na descricdo da patologia, principalmente com énfase nas
caracteristicas de hiperatividade nos individuos. Assim, em 1968 o conceito de
hiperatividade foi englobado, pela primeira vez, na segunda edi¢do do Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-II), publicado pela Associacdo Americana
de Psiquiatria (Lange et al., 2010). A definicdo e os critérios de diagnostico da patologia
foram sendo alterados ao longo das trés edi¢des posteriores na DSM-I1l, DSM-IV e mais
recentemente DSM-V. E importante ainda referir que existe uma forma alternativa de
classificacdo da PDAH, utilizando a Classificacdo Estatistica Internacional de Doencas e
Problemas Relacionados com a Salde da Organizacdo Mundial de Saude.

Atualmente, o diagnostico da PDAH é essencialmente clinico e é dificil, devido
as varias comorbilidades associadas e a elevada heterogeneidade clinica. Este facto tem
potenciado o interesse pelos estudos a nivel molecular que poderdo comprovar o
diagndstico clinico e, consequentemente conduzir a terapias individualizadas dos doentes
com PDAH.



1.2. Caracterizacao geral da PDAH

A PDAH é a doenca neuropsiquiatrica mais comum na infancia e adolescéncia e
caracteriza-se por sintomas de hiperatividade, impulsividade e falta de atencdo. A nivel
mundial, a PDAH afeta cerca de 8% a 12% de criangas (Faraone et al., 2005; Hawi et al.,
2015), sendo mais prevalente em individuos do sexo masculino comparativamente ao
feminino (3:1) (Swanson et al., 1998). Existem trés subtipos, nomeadamente o inatento,
hiperativo/impulsivo e misto, e com o0 avanco da idade verifica-se que a prevaléncia desta
patologia tende a diminuir para valores entre 2,5% a 3,4% (Fayyad et al., 2007; Simon et
al., 2009). As criangas com PDAH apresentam normalmente baixo rendimento escolar e
mau comportamento na escola e em casa. No adulto, a patologia esta associada a um
comportamento antissocial e criminoso, dificuldade em criar amizades, risco acrescido
de dependéncia 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 adogdo a componente genética
da PDAH foi estimada entre 60% a 90% (Mick et al., 2008). De facto, a PDAH € uma
patologia multifatorial resultante de varios fatores genéticos e ambientais (Thapar et al.,
2012). Contudo, a existéncia de um fator de risco ndo e necessario nem suficiente para a
expressdo da patologia (Thapar et al., 2012). Embora os fatores genéticos sejam cruciais
para a expressdo desta doenca, existem também varios fatores ambientais associados a
mesma, subdividindo-se em trés grupos: pré-natal, peri-natal e p6s-natal (Millichap 2008;
Thapar et al., 2012). Relativamente ao grupo pré-natal associam-se todos os habitos e
dependéncias que a gestante pode apresentar durante a fase de gestacdo, como por
exemplo o abuso de drogas ilicitas ou licitas. De acordo com diversos estudos
desenvolvidos para avaliar os efeitos do tabaco na fase de gestacdo, verificou-se que o
consumo desta droga, na fase pré-natal, esta associada ao desenvolvimento de PDAH na
crianga (Milberger et al., 1996; Milberger et al., 1998; Han et al., 2015). Relativamente
ao abuso de alcool, e uma vez que esta substancia pode induzir anomalias na estrutura
cerebral e levar ao desenvolvimento de problemas comportamentais e cognitivos (Lebel
etal., 2011), Han e colaboradores efetuaram estudos nos quais se observou que 0 consumo
de alcool na fase de gestacao € um fator de risco para o desenvolvimento de PDAH (Han
et al., 2015). Para além disso, verificou-se ainda que criangas expostas ao alcool durante
a fase pré-natal tém maior probabilidade de apresentar hiperatividade, um comportamento

impulsivo, um risco acrescido para doencas psiquiatricas e problemas sociais (Huizink et



al., 2006). De facto, o consumo de alcool e tabaco na fase de gestagcdo provoca danos a
nivel cerebral e alteracdes a nivel comportamental associados 8 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 a nascenca sdo fatores de risco para a PDAH,
particularmente para o desenvolvimento do subtipo inatento (Bhutta et al., 2002;
Aarnoudse-Moens et al., 2009). Os fatores pds-natal incluem traumas cerebrais,
meningites, alteracdes metabolicas ou hormonais e deficiéncias nutricionais (Millichap
2008). Tendo em conta os fatores ambientais, estes podem funcionar como um “gatilho”
na expressdo da doenca se o individuo tiver o fator de risco genético (Millichap 2008).

Estudos de neuroimagem revelaram alteracBes na estrutura de vérias regides
cerebrais em individuos com PDAH, tais como redugéo no volume das regides do cortex
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 neuropsiquiatrica mais estudada na infancia em todo o
mundo, contudo, a identificacdo de genes e de mecanismos etiolégicos permanecem por
esclarecer. Estudos com modelos animais, clinicos, farmacoldgicos e de neuroimagem
tém implicado vérios sistemas de neurotransmissores na etiologia da PDAH. Dos varios
sistemas de neurotransmissores, genes dos sistemas dopaminérgico, serotoninérgico e
noradrenérgico tém sido os mais estudados e replicados por meta-analises em diferentes
populacbes mundiais (Li et al., 2014a; Hawi et al., 2015). Particularmente até ao
momento, estdo associados a 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 0 gene que codifica a Synaptosomal-associated protein 25 (SNAP-25),
proteina envolvida no encerramento em vesiculas e na libertacdo de neurotransmissores
para a fenda sinaptica (Sharp et al., 2009; Banaschewski et al., 2010; Poelmans et al.,
2011; Lietal., 2014a; Hawi et al., 2015). Na populagdo portuguesa efetuaram-se também
estudos com os genes DRD4, DAT, 5-HT1Dbeta e SNAP-25 e dos varios genes
estudados, todos os resultados sdo negativos a excecdo do gene SNAP-25. A nivel
mundial também tém sido realizados varios estudos do genome-wide linkage scan e

genome-wide association study (GWAS) e os resultados ndo sdo 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, evidéncias nominais ou sugestivas de linkage de vérias regifes genomicas
sugerem locais de novos genes de suscetibilidade para a PHDA. Face ao exposto é crucial
0 estudo de novos genes em amostras de outras popula¢cbes mundiais no sentido de se
identificarem os genes de suscetibilidade para a PDAH e desta forma contribuir para um

diagndstico mais correto e terapéuticas individualizadas.

1.4. Sistema Neurotrofico

1.4.1.Contextualizacao geral

As neurotrofinas sdo uma familia de proteinas altamente conservadas que regulam
importantes funcdes neuronais, como a plasticidade, o desenvolvimento, a sobrevivéncia
e a funcéo neuronal (Reichard, 2006). Normalmente as neurotrofinas encontram-se em
mondmeros ou homodimeros, mas, no entanto, algumas destas proteinas podem existir
também sob a forma de estruturas heterodiméricas, apesar de ndo existirem evidéncias
gue essas mesmas estruturas existam em concentracfes significativas in vivo (Huang e
Reichardt, 2001; Reichardt, 2006). Nos mamiferos estdo 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 familia da Tirosina Cinase (Tropomyosin related
cinase - Trk) e o recetor de neurotrofinas p75 (p75N™R) (Huang e Reichardt, 2001; Teng
e Hempstead, 2004; Reichardt, 2006). Relativamente aos recetores da familia tirosina
cinase, existem trés diferentes membros destes recetores nos mamiferos, nomeadamente
TrkA, TrkB e TrkC (Figura 1). Para ambos os recetores Trk o dominio extracelular
apresenta a seguinte ordem de constituicdo: um cluster rico em cisteinas, trés repeticdes
ricas em leucinas, novo cluster rico em cisteinas e, por fim, dois dominios do tipo
imunoglobulina. Estes recetores atravessam a membrana uma Unica vez e apresentam no
dominio citoplasmatico terminal um dominio de tirosinas cinases que serve como local
de interacdo para enzimas ou proteinas adaptadoras citoplasmaticas (Chao, 2003;
Reichardt, 2006). As neurotrofinas interagem preferencialmente com estes recetores
através dos seus dominios do tipo imunoglobulina da membrana proximal, e a
dimerizacdo dos recetores Trk com estas proteinas, resulta na ativagdo por
transfosforilagdo das cinases existentes no dominio citoplasmatico, promovendo a

diferenciacéo e sobrevivéncias das células neuronais (Chao et al., 2006; Reichardt, 2006).
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Figura 1: Neurotrofinas e seus recetores: interacbes dos quatro tipos de neurotrofinas
presentes nos mamiferos. 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 familia 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 especifica 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 interacdo com
o0s trés membros desta familia de recetores, uma vez que o NGF ativa especificamente o
TrkA, o BDNF e NT-4 ativam de forma especifica o TrkB e o NT-3 ativa ambos 0s
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 p75N™R pertence a superfamilia 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 idéntica para todas
as neurotrofinas (Huang e Reichardt, 2001; Reichardt, 2006; Almeida e Duarte, 2014)).
Na sua estrutura, o recetor p75N™R apresenta um dominio extracelular com quatro regides
ricas em cisteinas, um dominio transmembranar e um dominio citoplasmatico idéntico
aos que existem nos restantes recetores da sua familia (Reichardt, 2006; Almeida e
Duarte, 2014). Este recetor ndo apresenta na sua constituicdo um dominio catalitico, no
entanto ele interage com diversas proteinas transmitindo sinais importantes para a
regulacdo da sobrevivéncia de células neuronais (Huang e Reichardt, 2001; Reichardt,
2006). As neurotrofinas e as proneurotrofinas podem ativar o recetor p75N™R, de onde
resultam diferentes vias de sinalizacdo com funcgdes bioldgicas opostas — sobrevivéncia e
apoptose neuronal (Huang e Reichardt, 2001; Reichardt, 2006).

Os genes que codificam as neurotrofinas apresentam algumas semelhancas como,
por exemplo, a existéncia de multiplos promotores. Para além disso, ap0s a expressao das
neurotrofinas, estas apresentam também na sua estrutura alguns elementos comuns, tais
como uma sequéncia sinal e um pré-dominio seguido da sequéncia que codifica a proteina
madura (Reichardt, 2006). Desta forma, as neurotrofinas sdo expressas na forma de
proneurotrofinas e, posteriormente, por clivagem proteolitica formam-se as neurotrofinas
maduras. Devido as semelhancas referidas na estrutura e acao destas proteinas, alguns
investigadores defendem que provém de um gene ancestral comum (Huang e Reichardt,
2001; Reichardt, 2006).

1.4.2.BDNF e recetor p75NTR: Acdo e funcdo bioldgica.

A molécula de BDNF é a neurotrofina mais abundante e bem distribuida do
sistema nervoso central dos mamiferos, sendo particularmente expressa na regido do
hipocampo e cortex 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 sobrevivéncia de células neuronais. A partir desta descoberta, varios trabalhos
de investigacdo foram desenvolvidos de modo a avaliar a acao bioldgica e fisiologica do
BDNF, desde o seu papel no desenvolvimento cerebral até a sua acdo na fisiologia de
diversas doengas do foro psiquiatrico, nomeadamente na PDAH. No sistema bioldgico

existem duas isoformas diferentes de BDNF, o proBDNF — proteina precursora imatura
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de BDNF — e a proteina madura de BDNF que apresentam entre si diferentes atividades
biologicas e afinidades na interagdo 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 coddo de iniciac¢do, uma sequéncia sinal e um pré-dominio que contém uma regido de
glicosilagdo do tipo N (N-glicosilacdo) (Binder e Scharfman, 2004). Esta molécula é
sintetizada no reticulo endoplasmético e armazenada no complexo de Golgi. No reticulo
endoplasmatico, o pro-BDNF pode ainda sofrer clivagem por furinas ou por enzimas pro-
convertases, originando a proteina 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 ligacdo do pré-dominio da neurotrofina
com uma proteina sortilina que permite o correto enrolamento da molécula de BDNF e a
sua ligacdo com a carboxipeptidase E (CPE) (Lu et al., 2005). A CPE encaminha o BDNF
para a via regulada por Ca?*, sendo este ido regulador da libertagdo da neurotrofina das
vesiculas onde se encontra armazenada (Lu et al., 2005).

O BDNF liga especificamente e com grande afinidade ao recetor TrkB
desencadeando uma longa cascata de sinalizacdo de onde resulta a ativacao de trés vias
bioldgicas diferentes: a via da Fosfolipase C-y (PLC-y), a via fosfatidilinositol-3-cinase
(PI13K) e a via Map-Erk cinase (MAPK/ERK) (Patapoutian e Reichardt, 2001). A ativacao
das vias PI3K e MAPK/ERK promovem a sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal,
enquanto a via PLC-y promove a transcrigdo e a plasticidade sinaptica (Huang e
Reichardt, 2001; Reichardt 2006).

O recetor p75NTR é altamente expresso em diversas regides do sistema nervoso
durante a sua fase inicial de desenvolvimento (Bartkowska et al., 2010), nomeadamente
nos neurdénios motores da medula espinal e do tronco cerebral, cerebelo, hipocampo,
cortex cerebral, prosencéfalo basal e putamen caudado (Almeida e Duarte, 2014). No
estado adulto, a expressdo deste recetor cessa na maior parte das regides referidas,
continuando a ser expresso no prosencéfalo basal, cerebelo e putamen caudado (Almeida
e Duarte, 2014).

Relativamente a ligacdo do proBDNF e do BDNF ao recetor p75N™R, ambas as
moléculas estabelecem ligacdo com este recetor, no entanto, ativam diferentes vias
internas de transducéo do sinal, como a Jun cinase, o fator nuclear kappa B (NF-xB) e a
via das Rho (Figura 2).

14



pISNTR

Neurotrofina

Citoplasma

0 Plasticidade k
Sinéptica i
1 @ viaun \ n
i a
@ \ Cinase Cat* e
0 \ ok
Y

.‘

/ Redugéo da RN @ \ Via MAP
mobilidade do m . } @ Cinase
©.550 @
crescimento ‘ ”~ @ @ )
Fatores d?‘ ‘ @

@ |
\ Outros Substratos FANSCrica

substrato
| / Outros substratos que

promovem o cresmmento
e so

Mdltiplos
‘._ fatores de =+
transcrlgao
Genes pré-apoptéticos Genes de pro-diferenciacao
Genes de pré-sobrevivéncia

)

-

Substratos
promotores da
diferenciacéo

-

f

Transcricdo

Genes de pré-sobrevivéncia .
Nucleo

Figura 2: Vias de sinalizacdo decorrentes da interacdo entre as neurotrofinas e os seus
recetores Trk e p75NTR. Os recetores Trk védo regular trés vias de sinalizagdo distintas
promovendo a plasticidade sinéptica, a diferenciagdo neuronal e a sobrevivéncia neuronal.
Relativamente ao recetor p75N™® também resulta a ativacédo de trés vias de sinalizacéo diferentes,
no entanto com papéis bioldgicos diferentes, podendo ser promovida a sobrevivéncia ou a

apoptose neuronal (Figura adaptada de Reichardt, 2006).

A ligacdo do proBDNF com o p75NTR resulta na formagao de um complexo entre
a neurotrofina, o recetor e proteinas sortilinas, sendo estas proteinas necessarias 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 ligacdo do BDNF ao recetor

p75NTR permite a interagio com o recetor TrkB, ativando a via NF-xB, que por sua vez
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induz a expressdo de genes que estdo envolvidos na sobrevivéncia neuronal (Kaplan et
al., 2000; Reichardt 2006; Fujii e Kunugi, 2009).

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

Diversas evidéncias sugerem que o sistema neurotréfico apresenta um papel
importante na etiologia da PDAH, particularmente os genes BDNF e p75"™R. Estudos in
vitro demonstraram que o BDNF apresenta um papel importante na diferenciacéo e
sobrevivéncia de neurénios dopaminérgicos do mesencéfalo (Hyman et al., 1991; Knusel
etal., 1991; Spina et al., 1992). Assim, como 0 BDNF modula a atividade dos neurénios
dopaminérgicos no mesencéfalo, alteracdes genéticas que ocorram nesta neurotrofina
podem resultar numa disfuncdo ao nivel do sistema dopaminérgico desta regido cerebral
(Solanto 2002; Tsai 2007). Por exemplo, estudos com modelos animais revelaram que o
BDNF é modelador da libertacdo de dopamina através da ativacdo do TrkB (Blochl e
Sirrenberg, 1996). Estudos com animais revelarem ainda que ha aumento dos niveis do
BNDF apo6s a administracdo de amfetamina (Meredith et al., 2002), sendo esta substancia
utilizada no tratamento para a PDAH e moduladora dos sistemas de neurotransmissao
referidos anteriormente. Particularmente importante, Shim e colaboradores (2008)
efetuaram um estudo em criancas com PDAH e observaram no plasma um aumento dos
niveis de BDNF que foi correlacionado com a presenca de sintomas de inatencdo nas
criancas (Shim et al., 2008). Para além disso, verificou-se também um aumento dos niveis
de BDNF apo6s a administragdo de metilfenidato a criancas com a patologia (Amiri et al.,
2013). Este composto é utilizado frequentemente no tratamento da PDAH e sabe-se que
atua como modelador da libertacdo de dopamina e noradrenalina. Face ao exposto,
alteracdes que ocorram no gene BDNF poderdo levar a alteragdes na funcdo bioldgica
desta neurotrofina, podendo estar associadas a PDAH.

O gene BDNF esta localizado no cromossoma 11, mais concretamente na regido
11p13, possuindo nove promotores funcionais e um tamanho de aproximadamente 28
kDa (Binder e Scharfman, 2004; Pruunsild et al., 2007). Foram identificados varios
polimorfismos no gene BDNF, bem como o Single Nucleotide Polymorphim (SNP)
Val66Met (rs6265) que consiste numa substituicdo de um nucleétido de Guanina por uma
Adenina na posicdo 196 que se localiza no pré-dominio da molécula de BDNF ( Dincheva

et al., 2012). Face as evidéncias referidas anteriormente e ao facto do polimorfismo
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Val66Met ter sido associado a uma alteracdo no armazenamento, libertacéo e distribuicéo
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 ndo existem estudos na populagao
portuguesa para o polimorfismo Val66Met do gene BDNF na PDAH e existem varias
inconsisténcias na literatura publicada de estudos genéticos efetuados noutras populacées
mundiais (Kent et al., 2005; Xu et al., 2006; Lee et al., 2007; Tzang et al, 2013). Assim,
estudos adicionais sdo importantes para se esclarecer uma eventual associagdo do gene
BDNF e a PDAH.

Relativamente ao recetor p75N™R, este podera desempenhar um papel importante
na etiologia da PDAH. O recetor p75N™ é expresso no cerebelo, cortex cerebral e
putamen caudado (Almeida e Duarte, 2014), regides cerebrais que estdo associadas a
PDAH (Curatolo et al., 2010; Baroni e Castellanos, 2015). Para além disso, o recetor
p75NTR ¢ local de ligagdo de diferentes neurotrofinas referidas anteriormente,
nomeadamente a0 BDNF. O gene p75N™ esta localizado na regido cromossoémica 17¢21-
22 (Huebner et al., 1986) e possui seis exdes e cinco intrdes (Sehgal et al., 1988).

De acordo com as evidéncias referidas anteriormente, os genes BDNF e p75NTR
sdo promissores para a etiologia da PDAH. No entanto, até ao momento os estudos
efetuados sdo inconsistentes para o gene BDNF ou inexistentes para o gene p75N™R,
excetuando um estudo caso-controlo efetuado por Conner e colaboradores (2008),
havendo pois muita caréncia de estudos adicionais em diferentes populacées mundiais,

particularmente na populagdo portuguesa.

1.5. Genética e Doencas Complexas

1.5.1. Genética: conceitos gerais

A informacdo genética dos seres vivos encontra-se armazenada na molécula
organica designada como Acido Desoxirribonucleico (DNA, da expressdo inglesa
Deoxyribonucleic Acid), cuja estrutura foi descoberta, em 1953, pelos investigadores
James Watson e Francis Crick (Watson e Crick, 1953). Esta molécula contém a
informacao necessaria para a producdo de proteinas e de acidos ribonucleicos (RNA — da
expressdo inglesa Ribonucleic Acid), essenciais para o correto funcionamento e
desenvolvimento de todos os seres vivos. Cada unidade estrutural do DNA (nucle6tido)
apresenta na sua constituicio uma molécula de agucar 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
heterociclicos de atomos de carbono e azoto e encontram-se divididas em dois grupos:
Pirimidinas (Timina e Citosina) que possuem apenas um anel aromatico, e Purinas
(Adenina e a Guanina) que possuem dois anéis aromaticos interligados (Strachan e Read,
2011). Cada cadeia de DNA resulta da ligacdo de nucleotidos através de ligacGes
covalentes fosfodiésteres onde o grupo fosfato estabelece a ligacdo do carbono 3’ de um
agucar com o carbono 5’ do agtuicar seguinte (Strachan e Read, 2011). O DNA possui uma
estrutura em dupla hélice, onde as duas cadeias nucleotidicas se encontram ligadas por
ligacGes 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 orientacao oposta que se deve
as ligacoes fosfodiéster que sdo estabelecidas pelos nucleétidos das cadeias de DNA,
existindo uma cadeia com o sentido 0 5°—3’ e a outra com o sentido 3’—5’ (Strachan ¢
Read, 2011).

Nas células humanas, o DNA encontra-se principalmente localizado no nucleo
celular, embora existam pequenas quantidades desta macromolécula nas mitocondrias. O
processo de armazenamento do material genético no nucleo deve-se ao seu

superenrolamento através da acdo das proteinas Histonas (Figura 3).

Niicleo
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Figura 3: Dupla hélice do DNA e processo de formag&o dos cromossomas (adaptado de

imagem da Universidade de Waikato).
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A pH neutro, estas proteinas apresentam carga positiva que neutraliza a carga
superficial negativa do DNA proveniente dos seus grupos fosfatos. Assim, o enrolamento
do DNA leva a formag&o dos cromossomas, que desta forma, permitem a célula confinar
e armazenar toda a informacéo genética essencial a sua sobrevivéncia.

O genoma humano é constituido por todo o material genético existente na célula
humana diploide, consistindo em 23 pares de cromossomas que se subdividem em 22
pares autossomicos e um sexual. O genoma contém 0s genes que possuem na sua estrutura
exbes (zonas codificantes de aminoacidos), intres (zonas ndo codificantes de
aminoéacidos) e regides reguladoras 5°UTR e 3’UTR. A regido do genoma onde esta
localizado o gene, designa-se locus (plural: loci), podendo o gene apresentar diferentes
formas alternativas (alelos) (Burmeister, 1999). Por definicdo cléssica, polimorfismo
consiste na existéncia de pelo menos dois alelos para um locus numa populacéo, 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 séo 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
substituicdo de um par de bases no local de clivagem reconhecido por uma determinada
enzima de restri¢cdo (Nakamura, 2009). Normalmente apresentam dois alelos onde apenas
um possui local de clivagem para a enzima. Assim, ap6s a digestdo enzimatica, 0s
fragmentos resultantes vao apresentar diferentes padrdes de restrigdo. Por outro lado, 0s
STRs e VNTRs consistem em varias repeti¢coes de unidades de DNA com 2-6 pares de
bases (pb) e 9-100 pb, respetivamente (Figura 4). Deste modo, os alelos destes
polimorfismos sdo facilmente distinguidos pelos diferentes nimeros de repeticbes que
possuem refletindo diferencas nos pesos moleculares dos fragmentos de DNA resultantes
(Nakamura, 2009). Os SNPs consistem em variacdes num Unico nucleétido e sdo
amplamente utilizados nos estudos genéticos devido a sua elevada abundancia no genoma
humano (1-300 ou 400pb) e ao facto da metodologia utilizada se encontrar altamente
automatizada. Por fim, os CNVs sdo varia¢fes de nimeros de copias de segmentos do
genoma que incluem delecdes, duplicacdes, insercdes e inversdes de uma regido do
genoma (Nakamura, 2009). Assim sendo, os CNVs permitem diferencas de varias 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 varios paises
a nivel mundial, nomeadamente EUA, Reino Unido, Japdo, Franca, Alemanha e China,
iniciaram a implementacdo do Projeto Genoma Humano (PGH) que revolucionou a area
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
proteinas (Collins et al.,, 2003; The International Human Genome Sequencing
Consortium, 2004). Desta forma, os investigadores concluiram que um gene codifica para
uma média de trés proteinas diferentes e que apenas 2% do genoma humano é utilizado
na producdo de proteinas. Verificou-se também que entre individuos 99,9% do seu
genoma é semelhante, variando apenas 0,1% de individuo para individuo.

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 paises mundiais, nomeadamente Canada,
China, Japéo, Reino Unido e EUA, pretendiam continuar e complementar o PGH. Assim,
0 projeto HapMap focou-se no estudo dos 0,1% do genoma humano e para o seu
desenvolvimento utilizaram-se individuos da populacdo europeia, asiatica e africana.
Assim, através do projeto HapMap foram obtidos mapas de haplotipos baseados em
tagSNPs (The International HapMap Consortium, 2007). Numa terceira fase do HapMap,
integrou-se CNVs, SNPs de baixa frequéncia e SNPs comuns em uma amostra
populacional mais diversificada para se estudar a variacdo genética entre populacdes
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 consorcio com investigadores
dos EUA, Reino Unido e China. O projeto 1000 Genomas pretendia descobrir, genotipar
e revelar informacdes precisas de todas as variantes genéticas existentes no genoma
humano, em varias popula¢fes mundiais (The 1000 Genomes Consortium, 2010). O
principal objetivo era caracterizar mais de 95% das variantes genéticas com frequéncia
alélica igual ou superior a 1% e também estudar alelos de baixa frequéncia (< 0,1%) nos
cinco maiores grupos da populacio mundial: Europa, Asia este, Asia sul, Africa 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
geracdo de resultados revela que através da analise de 1092 individuos em 14 populacgdes
diferentes, referidas anteriormente, foram identificados 38 milhdes de SNPs, 1,4 milhdes
de pequenas insercdes e delecdes e 14 milhdes de grandes delecbes (The 1000 Genomes
Project Consortium, 2012). Este estudo demonstrou também que existem perfis diferentes
das variantes comuns e raras entre individuos de popula¢des diferentes e estd em curso o
estudo de mais 1500 individuos de 12 populacdes diferentes até a sua conclusdo. A
informacdo proveniente dos projetos referidos anteriormente permitiram 0
desenvolvimento de novas estratégias a utilizar nos estudos genéticos, particularmente no
estudo de doencas complexas. O estudo genético de doencas complexas é dificil face ao
namero de fatores genéticos e ambientais envolvidos na sua fisiopatologia,

particularmente na PDAH.
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1.5.3. Estratégias para 0 mapeamento de genes

Para o mapeamento de genes utilizam-se os estudos de linkage e de associagéo.
Os estudos de linkage sdo importantes para a identificacdo de genes major. Contudo, nas
doencas complexas existem varios genes de suscetibilidade e os estudos de associagédo
sdo os mais aconselhados face ao seu poder estatistico para a identificacdo de genes
minor. Atualmente, os estudos de associacdo podem ser divididos em estudos de genes
candidatos e em GWAS. Os GWAS consistem na genotipagem de todo o genoma
utilizando um elevado numero de SNPs (Ott et al., 2011; Sahebi et al., 2013). Por outro
lado, os estudos de associagdo com genes candidatos focam-se na investigacdo de um
gene especifico (Sahebi et al., 2013) e podem subdividir-se em dois grupos: os estudos
casos-controlo e com base em familias (Figura 5). De referir que um gene candidato
consiste num gene que codifica uma proteina 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 individuos controlo e uma
amostra de individuos com a patologia, tendo em conta idades, sexo e grupo étnico. De
facto, a estratificacdo da populacéo revela-se um grande problema associado aos estudos

caso-controlo, podendo levar a ocorréncia de falsos-positivos.

Estudos de Associacio

A: Casos-Controlo

Casos Controlos
EEEO HEONONG
oO0oNHO Ooogo [
HeoeoHnN OO0 O 1: Haplotype Relative Risk (HRR)
- Alelos transmitidos por pais heterozigéticos e homozigéticos.
B: Com Base em Familias Alelos Transmitidos Alelos Nao Transmitidos

AE, AE, BA, AC, EB BC, CC, BE, BE, CB

@-r{ce)0I{ce] E{ae] (o-{ce] (@{e] —
5 - - = - 2: Transmission Disequilibrium Test (TDT)

- Alelos transmitidos apenas por pais heterozigéticos.

Controlo interno: Alelos Transmitidos Alelos Nao Transmitidos
- Alelos ndo transmitidos pelos pais a descendéncia. AE, AE, A, AC, E BC,CCEBE.C

Figura 5: Estrateégias de estudos de associagéo: casos-controlo (A) e com base em trios
(B). Nos estudos de associagdo com base em trios existem duas estratégias diferentes sendo elas
aHRR (1) e TDT (2) (Adaptado de Burmeister, 1999).
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As estratégias de associacdo 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
estratificacdo inerente aos estudos caso-controlo, uma vez que ambas avaliam a
transmissdo de alelos entre os progenitores e o probando, funcionando como controlos,
os alelos ndo transmitidos pelos pais. Na estratégia HRR utilizam-se pais homozigéticos
e heterozigoticos de trios (Terwilliger e Ott, 1992), enquanto na estratégia TDT utilizam-
se apenas pais heterozigoticos (Spielman et al., 1993).

Conclui-se entdo que ambas as estratégias permitem avaliar se um determinado
alelo é fator de risco para a patologia em estudo e a sua utilizagdo conjunta permite uma
analise mais completa e correta dos resultados obtidos. Assim, se um determinado gene
apresentar associa¢do com a patologia em ambos os testes HRR e TDT, conclui-se que
possivelmente estamos perante um gene de suscetibilidade para a doenca. Por outro lado,
se ambas as estratégias apresentarem resultados negativos, conclui-se que o gene em

estudo néo esta implicado na patologia.
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1.6. Objectivo

O sistema neurotrofico tem sido implicado na etiologia da PDAH, particularmente a
neurotrofina BDNF e o recetor p75N™R. Uma vez que na populagdo portuguesa néo
existem estudos genéticos relacionados com o sistema neurotréfico, o objetivo deste
trabalho consistiu em investigar os polimorfismos Val66Met do gene BDNF e S205L do
gene p75"™® na etiologia da PDAH, utilizando a estratégia do HRR e do TDT, numa
amostra de trios da populacdo portuguesa. Face as diferencas de género e subtipos da

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

2.1. Selecdo da amostra

A selecdo da amostra de trios- criancas com PDAH, de ambos os sexos, com
idades a partir dos 6 anos e 0s seus progenitores, foi efetuada na consulta do Centro de
Desenvolvimento da Crianca Luis Borges do Hospital Pediatrico de Coimbra. Os critérios
de incluséo incluem criangas com QI superior ou igual a 80, diagnosticadas com PDAH
que preencheram os critérios da DSM-1V em pelo menos dois contextos e foram avaliados
por um minimo de dois avaliadores independentes. Os critérios para a PDAH, a
inteligéncia 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, versao 3 (WISC I11) e de questionarios comportamentais para pais e professores
(Conners, Child Behavior Checklist e Kiddie-SADS-PL). Neste estudo foram incluidos
0s trés subtipos da doenga intento, hiperativo-impulsivo e misto. Todos as criangas em
estudo foram submetidas a testes com o objetivo de excluir criancas com desatencéo e/ou
hiperactividade-impulsividade secundéarias a outras patologias médicas, nomeadamente
criancas com antecedentes de lesdes cerebrais traumaéticas significativas, epilepsia, tumor
cerebral, malformagdes congénitas ou anomalias estruturais do sistema nervoso central.
Criancas com problemas do foro psiquiatrico, do neurodesenvolvimento ou com outros
fatores que poderiam interferir significativamente com as habilidades de atencdo foram
também excluidas do estudo.

As amostras foram recolhidas apds consentimento informado por escrito dos pais
das criancas e para o isolamento do DNA genomico foi retirada uma amostra de 10 ml de
sangue periférico para tubos contendo o anticoagulante etilenodiaminotetracético
(EDTA). O Projeto foi aprovado pela Comissio de Etica 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. Extracdo de DNA

A extragdo do DNA gendmico pode ser realizada através de métodos enzimaticos
e ndo enzimaticos (fenol-cloroférmio e salting-out). O metodo enzimatico apresenta
vantagens perante o método fenol-cloroférmio, uma vez que este utiliza fenol que

interfere na amplificacdo e digestio do DNA genomico. Assim, a extracdo do DNA

26



gendémico foi efetuada a partir de leucocitos de sangue periférico, contendo como
anticoagulante EDTA, através do método enzimatico adaptado de Miller et al. (1988).

A 10 mL de sangue, adicionaram-se 30 mL de solucdo Red Blood Cell Lysis Buffer
— RBC (NH4CI 155 mM, KHCO3 10 mM, Na;EDTA.2H20 1 mM; pH 7,4) (Sigma) e a
amostra foi colocada em gelo durante 20 minutos. Posteriormente, realizou-se uma
centrifugacdo a 4°C durante 15 min a 2500 rpm numa centrifuga refrigerada (Rotanta
460R - Hettich). De seguida, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em
20 mL de solugdo RBC, a qual foi centrifugada a 2500 rpm, durante 15 min a 4°C. No
final da centrifugacéo, o sobrenadante foi novamente descartado e adicionaram-se 4 mL
de solucdo Nuclei Lysis Buffer — NLB (Tris-HCI 10 mM, NaCl 400 mM, Na;EDTA.2H,0
2 mM; pH 8) (Sigma), 250 pL de dodecil sulfato de sddio — SDS a 10% (Sigma), 30 uL
de proteinase K (20 mg/mL) (Roche) e incubou-se a amostra a 37°C com agitacédo

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

Adicdo de RBC - 9 -

Amostra de 10 p 2500 rpm 15 min a 4°C
ml de sangue 20 minutos em gelo Descartar

Sobrenadante

- Adicao NLB, SDS

", Adicdo NaCl ~ >
’ % e proteinase K

1 Adicdo de

= » RBC
Incubacdo a 37°C Descartar >
durante a noite Sobrenadante E
Etanol __ -~ -~ 2500 rpm 15 min a 4°C
|~ absoluto % Etanol 70% »

: Adigao '
Mg >~ de TE
vangs Recolher Transferir DNA - T efacer oA
h | sobrenadante para eppendorf < CUNACA0:8
3750 rpm 30 minutos a 25°C

Armazenamento

Figura 6: Representacdo esquematica do método enzimatico de extracdo de DNA.

Apds o periodo de incubacdo referido, adicionou-se 3 mL de uma solucdo saturada
de Cloreto de Sddio (NaCl 6M), de modo a promover a precipitacdo das proteinas, e
realizou-se uma centrifugacdo a 3750 rpm durante 30 minutos, a 25°C. De seguida,
recolheu-se o sobrenadante e para precipitacdo 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-HCI 10m M, Na;EDTA.2H,0 1 mM;
pH 8). O DNA foi colocado a 37°C com agitagdo constante para permitir a sua total

dissolugéo e finalmente armazenado para posterior utilizagdo na genotipagem.

2.3. Quantificagéo de DNA

Para se quantificar e avaliar o grau de pureza do DNA, procedeu-se as leituras das
absorvancias por espectrofotometria. A presenca de DNA foi verificada pela leitura de
absorvancia a 260 nm, uma vez que as bases azotadas do DNA absorvem maximamente
neste comprimento de onda. As amostras foram previamente diluidas num fator de
diluicdo de 25 vezes em H>O MiliQ autoclavada e homogeneizadas através da agitacdo
no vortéx (IKA MSI Minishaker). A leitura das absorvancias foi realizada num
espectrofotometro Bio-Rad SmartSpec Plus (Figura 7) apds a colocacdo das amostras
numa cuvette de quartzo e a concentracdo de DNA foi determinada, utilizando a constante

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

ng ng I
[DNA] (m) = Abs 260 nm X SOE X fator de diluigao

Figura 7: Espectrofotometro Bio-Rad SmartSpec Plus utilizado na quantificacdo do
DNA.

Para avaliar o grau de pureza e a qualidade das amostras efetuou-se também a
leitura da absorvancia a 280 nm, visto que os residuos aromaticos existentes nas proteinas
absorvem neste comprimento de onda. Desta forma, € possivel avaliar pelo racio

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

contaminada com RNA.

2.4. Amplificacao e digestédo 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 rapido,
versétil e extremamente sensivel para amplificar sequéncias de DNA e foi descoberto pela
primeira vez, em 1984, pelo bioquimico Kary Mullis (Mullis, 1990). A PCR consiste
numa reacdo em cadeia onde dois filamentos de DNA servem como moldes na sintese
das novas cadeias de DNA durante os ciclos sequenciais (Sambrook e Russell, 2001;
Garibyan e Avashia, 2013). Normalmente, a PCR ¢ utilizada para amplificar de forma
seletiva uma determinada sequéncia alvo de DNA. Esta amplificacdo seletiva apenas é
possivel se se conhecer as sequéncias de nucleotidos das regides anteriores e posteriores
ao fragmento que se pretende estudar, para que sejam desenhados conjuntos de
aproximadamente 15-25 nucledtidos complementares e especificos (primers) para estas
regides, delimitando a sequéncia alvo (Sambrook e Russell, 2001; Strachan e Read,
2011).

A mix utilizada na técnica de PCR inclui, além dos primers, 0s seguintes
constituintes: buffer, ides divalentes (normalmente Mg?*), enzima DNA polimerase
termoestavel (normalmente a Taq DNA Polimerase) e dNTPs — desoxinucledtidos
trifosfato (AATP, dCTP, dTTP e dGTP). O buffer permite manter constante o pH e a forca
ionica durante o processo de amplificagdo do DNA, enquanto que o Mg?* é cofator da
DNA polimerase. Esta enzima catalisa a reacdo de inser¢do dos dNTPs na nova molécula
de DNA formada e tem que apresentar uma excelente estabilidade as 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):

Desnaturacdo — Nesta fase ha aumento da temperatura para valores superiores a
90°C e ocorre a separacdo da cadeia dupla de DNA em dois filamentos. Essa separa¢édo
deve-se a quebra das ligacOes de hidrogénio (ligacdes fracas) entre as cadeias da molécula
de DNA devido as temperaturas atingidas nesta fase. As ligacOes entre as moléculas de

fosfato e desoxirribose mantém-se intactas por serem ligacGes mais fortes.
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Figura 8: Técnica de PCR: desnaturacdo do DNA, ligacdo dos primers (annealing) e a

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

Hibridizacdo ou Annealing dos primers — Nesta fase ocorre a ligacéo

(hibridizagdo) dos primers a regido complementar da cadeia molde de DNA produzida na
fase anterior. A temperatura de annealing encontra-se entre 50-70 °C e é crucial que seja
obtida de forma rigorosa, no sentido de permitir uma hibridizacao especifica dos primers
com a sequéncia alvo.

Extensdo — Apos a fase de annealing, a temperatura é aumentada para 72°C de
forma a permitir que a Taq DNA polimerase realize a extensdo da cadeia de DNA através
da incorporacdo dos dNTPs presentes na solucéo.

Na realizacdo do PCR existem varios parametros que afetam a especificidade e
eficiéncia da amplificacdo do DNA, sendo eles: concentracdo de Tag DNA Polimerase,
desenho dos primers utilizados, concentracdo de dNTPs, concentracdo dos i0es

divalentes, concentracdo de buffer e de DNA que se pretende amplificar. Desta forma, €
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necessario otimizar todos os parametros referidos para que se obtenha a maior quantidade

de DNA amplificado e sem produto inespecifico (Sambrook e Russell, 2001).
2.4.1.2. Enzimas de Restrigdo

As enzimas de restricdo sdo endonucleases com a capacidade de reconhecer e
clivar sequéncias especificas na dupla cadeia de DNA (Sambrook e Russell, 2001). Estas
enzimas apresentam uma vasta gama de aplicacbes, particularmente na biologia e
genética molecular. Assim, ap6s a amplificacdo do DNA, os fragmentos amplificados séo
colocados a digerir com uma enzima de restricdo especifica para o polimorfismo em
questdo e, os fragmentos de restricdo resultantes sdo 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, rapida e de facil
execucdo. O gel de agarose apresenta uma maior amplitude de separacao do que o gel de
poliacrilamida, embora a resolucdo deste ultimo 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 resolu¢do quando corridos na horizontal em campo elétrico e direcéo
constante (Sambrook e Russell, 2001). A separagdo dos fragmentos de DNA deve-se a
presenca do campo elétrico e direcdo constante aplicada, uma vez que a pH neutro o DNA
migra para o polo positivo, devido a sua carga superficial negativa conferida pelos seus
grupos fosfato. E importante referir que o didmetro dos poros do gel de agarose ou
poliacrilamida é inversamente proporcional a concentracdo do gel utilizada e que a
velocidade de migracgdo varia consoante o peso molecular do fragmento de DNA, uma
vez que quanto maior o tamanho do fragmento de DNA menos este ira migrar no gel.

Na electroforese utilizam-se varios tampdes, particularmente o TBE (Tris Borato
EDTA) que permite manter o pH constante durante a mesma e inibir enzimas, como
nucleases, enzimas restricdo ou DNA polimerases que possam estar presentes na solugéo,
uma vez que o EDTA é um agente quelante de catides metalicos, particularmente o Mg?*
(Sambrook e Russell, 2001). Além do tampéo, adiciona-se brometo de etidio para se
detetar posteriormente o DNA no gel. Estes compostos véo intercalar-se nas bases da

dupla cadeia de DNA e desta forma é possivel visualizd-lo num Gel Doc através da
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incidéncia de radiacdo UV. As amostras adiciona-se um corante que lhes confere

densidade e ajuda na visualizagdo 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. Amplificacdo do fragmento de DNA

O polimorfismo Val66Met encontra-se localizado no gene BDNF e consiste na
substituicdo de uma Guanina por uma Adenina, resultando numa alteracdo de uma Valina
(Val) por uma Metionina (Met) na proteina. Este SNP foi estudado através de um
protocolo adaptado de Neves-Pereira et al (2002), tendo sido realizada inicialmente a
desnaturacdo de 125 ng de DNA gendémico a 95°C, durante 5 minutos. De seguida, perfez-
se o volume final de 25 pl adicionando uma mix de PCR contendo 0s seguintes reagentes:
buffer 1x, MgClz 1,5 mM, dNTPs 200 uM, primers 0,4 uM ¢ 0,04 U/uL de Taq DNA
Polimerase. Os primers utilizados na amplificacdo 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 condi¢es:
- Desnaturacéo: 94°C durante 30 segundos;
- Annealing dos primers: 60°C durante 30 segundos;
- Extensdo da cadeia de DNA: 72°C durante 30 segundos.
Apos estes ciclos ocorreu uma extensdo final dos fragmentos de DNA a 72°C

durante 5 minutos.
2.4.2.1.2. Digestao e eletroforese em gel de agarose

O produto amplificado de 113 pb foi digerido durante a noite a 37 °C, pela enzima
de restricdo Eco72l (MBI, Fermentas) (Neves-Pereira et al, 2002) (Figura 9), apds ter sido
testado 5pl de DNA amplificado num gel de agarose a 2 %.

y .. CACLGCTG iiic Y
3....GTIG |CAC ... ¥

Figura 9: Local de clivagem da enzima de restricdo Eco72l.
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Posteriormente, adicionou-se a cada amostra uma solucdo corante de azul
bromofenol (0,05 m/v), xileno cianol (0,05 m/v) e glicerol (30% v/v) e avaliou-se o
padrdo de digestdo recorrendo a um gel de agarose a 3,5%, contendo brometo de etidio
(10 mg/mL). A eletroforese decorreu num tampéo de eletroforese TBE 1x (Tris-base 89
mM, acido bdrico 89 mM, Na,EDTA.2H>0 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 visualizacéo do gel foi realizada num Gel Doc (Bio-Rad).

2.4.2.2. Polimorfismo S205L do gene p75NTR
2.4.2.2.1. Amplificacdo do fragmento de DNA

O polimorfismo S205L encontra-se localizado no exdo 4 do gene p75"? e para o
estudo deste SNP, inicialmente, desnaturaram-se 50 ng de DNA gendmico a 95°C durante
10 minutos, segundo o protocolo de Kunugi et al (2004), com algumas alteracdes. Para a
amplificacdo do DNA, utilizou-se uma mix de PCR que contem buffer 1x, MgCl, 1,25
mM, dNTPs 100 uM, primers 0,2 uM, Taq DNA Polimerase 0,04 U/uL, perfazendo o
volume final de 25 pL. Os primers utilizados na amplificacdo foram os seguintes:

Primer Foward - 5-GCTAAAAGGGAGGAGTGGGGGAAG-3’;
Primer Reverse - 5-TTCAGGTCAAGGTCACAGCAAAGTCT-3".
A amplificagdo dos fragmentos de DNA ocorreu num termociclador (Bio-Rad)
durante 35 ciclos com os seguintes parametros:
- Desnaturacéo: 95°C durante 30 segundos;
- Annealing dos primers: 58°C durante 20 segundos;
- Extensdo da cadeia de DNA: 72°C durante 30 segundos.
Apbs os ciclos de PCR, o passo final de extensdo ocorreu a 72°C durante 3

minutos.
2.4.2.2.2. Digestao e eletroforese em gel de agarose

Apos a amplificacdo, testou-se 5 pl de DNA amplificado num gel de agarose a
2%. Posteriormente, o produto amplificado de 386 pb foi digerido pela enzima de
restricdo Banll (New England Biolabs) (Figura 10) durante a noite a 37°C (Kunugi et al.,
2004).
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R=AouG.:Y=CouT

Figura 10: Local de clivagem da enzima de restricdo Banll. R= Adenina ou Guanina; Y=

Citosina ou Timina.

A cada amostra adicionou-se uma solucéo corante de azul bromofenol a 0,05 m/v
e 30% v/v de glicerol e os fragmentos de restricdo foram analisados por eletroforese em
gel de agarose a 3%, previamente corado com brometo de etidio (10 mg/ml), a uma
voltagem de 90V. O tampédo de eletroforese utilizado foi o TBE 1x (Tris-base 89 mM,
acido borico 89 mM, Na;EDTA.2H>0 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
determinacdo do tamanho dos fragmentos de DNA obtidos, apds a visualizacdo do gel
num Gel Doc (Bio-Rad).

2.5. Anélise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados dos estudos de associa¢do em trios foi realizada
por dois métodos, nomeadamente o HRR (Terwilliger e Ott, 1992) e 0 TDT (Spielman et
al., 1993). No que se refere a estratégia HRR, como mencionado anteriormente, esta
utiliza pais quer sejam homozigodticos ou heterozigéticos e determinam-se os alelos
transmitidos (T) e os ndo transmitidos (NT) por estes ao probando (Terwilliger e Ott,
1992). Os alelos ndo transmitidos (NT) pelos pais funcionam como controlo.
Relativamente ao TDT este utiliza somente trios nos quais 0s pais sdo heterozigoticos e
determina-se também os alelos transmitidos (T) e ndo transmitidos (NT), funcionando, a
semelhanca da estratégia HRR, os alelos ndo transmitidos (NT) como controlos. Na
estratégia do HRR utilizam-se tabelas de contingéncia 2x2 e o 2 é determinado segundo
a expressdo seguinte: y>= Y ((O - E)?/E). A estratégia do TDT utiliza também tabelas de
contingéncia 2x2 e o teste de McNemar (Spielman et al., 1993) para determinagdo do 2
¥? = (a-b)?/(a+ b). No sentido de se analisar diferencas de género e subtipos da patologia

PDAH procedeu-se também a andlise utilizando as estratégias do HRR e TDT.
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3. Resultados e discussao

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

3.1.1. Polimorfismo Val66Met do gene BDNF e PHDA

O sistema neurotréfico tem sido associado na fisiopatologia da PDAH e entre as
varias neurotrofinas, o BDNF é promissor face a sua agdo a nivel neuronal e atividade
moduladora de varios sistemas de neurotransmissores, que tém sido associados a PDAH.
A nivel mundial, o gene BDNF tem sido implicado na etiologia da PDAH, em vérias
popula¢Ges mundiais. Contudo ndo existem estudos genéticos na populacdo portuguesa.
Assim, com o objetivo de investigar o gene BDNF na etiologia da PDAH na populacéo
portuguesa, procedeu-se a amplificacdo de um fragmento de DNA, no qual se localiza o
polimorfismo Val66Met que consiste na alteragdo de um nucleétido de Guanina por uma
Adenina na posic¢do 196 do gene BDNF (Figura 11), resultando na troca de uma Valina

(Val) por uma Metionina (Met) no pr6-dominio da proteina.

0.65 kb 0.6 kb 18 kb 0.25kb 0.07kb 0.2kb 05kb 25 kb 14 kb 0.5kb

*{ II—{!IHIII%IVHWW VIT m

0.65 kb 045kb  0.25kb 0.3kb 0.1 kb 0.25 kb 0.3 kb 0.2kb 0.3 kb 0.1 kb 48kb

rs6265 AACAC[G/A]TGATAG

Figura 11: Esquema e localizagéo do polimorfismo Val66Met no gene BDNF. Os
ex0des estdo representados pelos nimeros romanos de I-1X; o polimorfismo Val66Met (rs6265)

esta localizado no exdo 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 constituido por 113 pb e esta representado na

eletroforese da Figura 12.
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113 pb

Figura 12: Eletroforese em gel de agarose a 2% para testar a amplificacdo do fragmento
de 113 pb relativo ao polimorfismo Val66Met do gene BDNF. Legenda: 1 a 6 - produto de
amplificacdo de varias 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 restricdo Eco72l e obtiveram-se os fragmentos de 35 pb e 78 pb, que
correspondem a individuos homozigéticos Val/Val. Fragmentos de DNA com 35 pb, 78
pb e 113 pb correspondem a individuos heterozigoticos Val/Met, enquanto o fragmento

com 113 pb corresponde a individuos homozigéticos Met/Met (Figura 13).

113 pb
78 pb
35pb

Figura 13: Perfil eletroforético do polimorfismo Val66Met do gene BDNF, em gel de
agarose a 3,5%, apo6s digestdio com a enzima de restricdo Eco72l. Legenda:
1,7,8,9,10,13,14,15 e 16 correspondem a individuos homozigo6ticos para o alelo Val (Val/Val);
3,4,6,11,12,17,18 e 19 correspondem a individuos heterozigéticos (Val/Met); 2 e 5 correspondem
a individuos homozigéticos para o alelo Met (Met/Met). M representa 0 marcador de peso
molecular de 100 pb (Gene Ruler 100 pb DNA Ladder, Thermo Scientific).

o000
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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 ndo transmitidos (NT) pelos pais homozigoticos e heterozigoticos para
0 probando, sendo que os alelos ndo transmitidos (NT) funcionam como controlo. Os
resultados referentes a analise HRR para a amostra total de trios estdo representados na
Tabela 1.

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

Amostra HRR DT
e T NT Total T NT Total
Alelo Met66 43 30 73 37 24 61
Alelo Val66 143 156 299 24 37 61
Total 186 186 372 61 61 122
= 2.454: df=1: p=0,117 42=2.770: df=1: p=0.096

Como se verifica na Tabela 1, a estratégia do HRR, ndo revelou associacdo entre
o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH na amostra de trios estudada (y*=
2,454; df=1; p=0,117).

Em relacdo a estratégia do TDT, somente se utiliza pais heterozigéticos e, a
semelhanca da estratégia do HRR, determinam-se os alelos transmitidos (T) e ndo
transmitidos (NT), funcionam estes ultimos como controlo. Procedeu-se a analise
estatistica e os resultados obtidos pela estratégia do TDT representados na Tabela 1 ndo
revelaram diferencas estatisticamente significativas entre os alelos transmitidos (T) e ndo
transmitidos (NT) (%= 2,770; df=1; p=0,096). No entanto, no sentido de esclarecer o
resultado obtido (p= 0,096) é importante a realizacdo de um estudo com uma amostra de
trios maior da populagdo portuguesa.

Para a amostra total de trios, os resultados obtidos pelas estratégias HRR e TDT
parecem sugerir que o gene BDNF ndo apresenta um papel direto na etiologia da PDAH.
Estes resultados estdo de acordo com outros estudos genéticos realizados em amostras de

trios de diferentes populacbes mundiais, nomeadamente tailandesa, alemd, 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 ndo revelaram associacédo entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF
e a PDAH. Trés estudos caso-controlo também revelaram resultados negativos na
populacdo chinesa, coreana e alemd (Friedel et al., 2005; Cho et al., 2010; Li et al.,
2014b). Para além disso, duas meta-analises também néo revelaram associacao entre o
polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH numa amostra de individuos de
populacbes de diferentes paises (Sanchez-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 associa¢do entre o
polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH, que pode ser devida ao nimero de
amostras estudadas e a heterogeneidade entre as populacdes estudadas. De referir ainda
que o alelo Val66 apresenta uma maior prevaléncia 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 ndo revelem associacdo 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 estd associada a vias de sinalizagdo celular, que promovem a
sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal, e modula os sistemas dopaminérgico,
serotoninérgico e noradrenérgico (Autry e Monteggia, 2012) que tém sido associados a
PDAH. Além disso, uma vez que 0 BDNF é expresso na regido do cortex cerebral (Liu et
al., 2014) e disfuncdo nesta regido esta associada a expressao da patologia, alteracfes
genéticas no gene BDNF podem afetar a fungdo desta neurotrofina, que por sua vez leva
a disfungdes nesta regido cerebral. De facto, o polimorfismo Val66Met do gene BDNF,
que consiste na alteracdo de uma Guanina por uma Adenina na posi¢do 196 deste gene,
resultando na troca de uma valina por uma metionina no pré-dominio da proteina, tem
sido associado a disfun¢gbes no armazenamento, libertacdo e distribuicdo da molécula de
BDNF in vitro (Egan et al., 2003). Verificou-se ainda que o alelo Met66 esta associado a
uma alteracdo no armazenamento do proBDNF e a uma diminui¢do da libertagcdo da
molécula madura de BDNF (Chen et al., 2004). E importante também referir que estudos
com criangcas com PDAH revelaram niveis 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. Analise de género: Polimorfismo Val66Met do gene BDNF e PHDA

Face a diferenca que existe de genero na PDAH, na qual a prevaléncia de
individuos do sexo masculino € maior comparativamente ao feminino (3/1), procedeu-se
a analise de género, estratificando a amostra total de trios com o objetivo de se investigar
possiveis diferengas na populacdo portuguesa. Relativamente ao sexo feminino os
resultados estdo presentes na Tabela 2 e ndo se observaram diferencas estatisticamente
significativas entre os alelos transmitidos (T) e ndo transmitidos (NT) em ambas as
estratégias (HRR - y?= 1,953; df=1; p=0,162; TDT - y?>= 3,000; df=1; p=0,083). O
resultado obtido na estratégia do TDT é inconclusivo, face ao nimero 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

Amostea HRR DT
total sexo
feminino i i NT Total T NT Total
Alelo Met66 11 5 16 9 3 12
Alelo Val66 29 35 64 3 9 12
Total 40 40 80 12 12 24
x2= 1,953; df=1; p=0,162 12= 3.,000; df=1; p=0.083

Como representado na Tabela 3, para 0 sexo masculino também néo se obteve
associacdo entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH para ambas as
estratégias utilizadas (HRR - %= 0,785; df=1; p=0,376; TDT - 2= 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

Amostra HRR DT
total sexo
masculino T NT Total T NT Total
Alelo Met66 32 25 57 28 21 49
Alelo Val66 114 121 235 21 28 49
Total 146 146 292 49 49 98
1= 0,785; df=1; p=0,376 12=1,000; df=1; p=0317

De referir que embora no nosso estudo néo exista associacao entre o polimorfismo
Val66Met do gene BDNF e a PDAH, para o sexo feminino observou-se uma maior
transmissao do alelo Met66 dos progenitores para o probando, utilizando a estratégia do
TDT, resultado semelhante ao observado num estudo com trios da populacdo coreana
utilizando a mesma estratégia (Cho et al., 2010). Um estudo caso-controlo com criangas
chinesas revelou uma maior frequéncia do alelo Val66 para os individuos do sexo
feminino, sugerindo que no sexo feminino este alelo é fator de risco para a PDAH (Li et
al., 2014b). Esta diferenca de resultados pode dever-se as variacdes genéticas entre as
populacdes, a estratégia utilizada e ao tamanho da amostra estudada.

Relativamente a andlise de género, uma meta-analise utilizando amostras de
quatro populacdes europeias (Sanchez-Mora et al., 2010) e um estudo caso-controlo com
criancas com PDAH da populagdo coreana, ndo revelaram associacdo entre o
polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH para o sexo feminino. No entanto,
como referido anteriormente, estudos em criancas revelaram aumento dos niveis de
BDNF no plasma de criangas com a patologia (Shim et al., 2008; Li et al., 2014b).
Verificou-se também que para o sexo feminino, o alelo VVal66 e o gen6tipo Met66/Met66
estdo associados a niveis mais baixos e mais elevados de BDNF no plasma de criancas
com o PDAH, respetivamente (Li et al., 2014b). De facto, o alelo Met66 esta associado a
alteracOes ao nivel do armazenamento e da libertacdo da neurotrofina madura de BDNF,
podendo ter repercussdes na funcao desta molecula no sistema biologico. Uma vez que o
BDNF regula vias de sinalizacdo intracelular e é modelador de véarios sistemas de
neurotransmissao implicados na PDAH, niveis mais elevados de BDNF no plasma de
criangas com PDAH com genotipo Met66/Met66 podem dever-se a uma maior expressao
do BDNF no organismo para colmatar as alteragdes induzidas pelo alelo Met66.
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Relativamente ao sexo masculino, ndo se conhecem estudos com base em trios
efetuados em outras populagBes mundiais, e uma meta-analise (Sdnchez-Mora et al.,
2010) e trés estudos caso-controlo (Conner et al., 2008; Cho et al., 2010; Li et al., 2014b)
sdo negativos para o polimorfismo Val66Met do gene BDNF-.

Em suma, a andlise de género efetuada na amostra da populacdo portuguesa
estudada néo revelou associagédo entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a
PDAH. Contudo, é importante a continuacdo do estudo da analise de género, numa
amostra maior de trios no sentido de se esclarecer o resultado inconclusivo obtido para o

sexo feminino.
3.1.4. Analise de subtipo: Polimorfismo Val66Met do gene BDNF e PHDA

A semelhanca da analise de género, a amostra total de trios foi estratificada por
subtipo de PDAH. No entanto, tendo em conta 0 nimero reduzido de trios para o subtipo
hiperativo-impulsivo, optou-se por apenas se apresentar os resultados dos subtipos
inatento e misto.

Em relacéo ao subtipo inatento, os resultados obtidos estdo presentes na Tabela 4
e ndo se observou associagdo entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a PDAH,
para ambas as estratégias utilizadas (HRR - ¥?=0,000; df=1; p=1,000; TDT - ¥>=0,091;
df=1; p=0,763). N&do existem estudos efetuados a nivel mundial com trios, no entanto um
estudo caso-controlo com 143 individuos caucasianos adultos (Conner et al., 2008) e uma
meta-andlise (Sanchez-Mora et al., 2010) também ndo revelaram associacdo 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

Subtipo HRR DT
L T NT Total 4§ NT Total
Alelo Met66 8 7 15 6 5 11
Alelo Val66 38 39 77 3 6 11
Total 46 46 92 11 11 22
%2=0,000; df=1; p=1,000 %2=0,091; df=1; p=0,763
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Para o subtipo misto os resultados obtidos estdo representados na Tabela 5 e as
estratégias HRR (?= 3,282; df=1; p=0,070) e TDT (x*= 3,596; df=1; p=0,058) revelaram
uma tendéncia de associagéo 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

Subtipo HRR DT
misto T NT Total T NT Total
Alelo Met66 34 21 55 30 17 47
Alelo Val66 102 115 217 17 30 47
Total 136 136 272 47 47 94
72=3.282: df=1: p=0,070 7= 3.596: df=1: p=0,058

No sentido de se esclarecer os resultados obtidos pelo HRR e TDT relativamente
ao subtipo misto é importante a realizacdo de um estudo com uma amostra de trios maior
da populacdo portuguesa. De referir que a meta-analise caso-controlo realizada por
Sanchez-Mora e colaboradores (2010) ndo revelou associacdo entre o polimorfismo
Val66Met do gene BDNF e a PDAH numa amostra de 1445 individuos de quatro
populagOes europeias.

Relativamente ao subtipo inatento, optou-se por ndo se realizar a analise de géenero
face ao numero reduzido de trios do sexo feminino. Para o subtipo misto, procedeu-se
também a estratificacdo da amostra para a analise de género, e os resultados obtidos quer
para o sexo masculino quer para o sexo feminino, utilizando a estratégia do HRR e TDT,
estdo representados nas Tabelas 6 e 7. No que se refere ao sexo masculino do subtipo
misto, os resultados sdo negativos para o polimorfismo Val66Met do gene BDNF (HRR:
¥?=1,399; df=1; p=0,237; TDT: %?=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

Subtipo misto HRR DT
sexo
masculino T NT Total T NT Total
Alelo Met66 26 18 44 22 16 38
Alelo Val66 82 920 172 16 22 38
Total 108 108 216 38 38 76
1*=1.399; df=1; p=0.237 12=0.947; df=1; p=0.331

Para o sexo feminino do subtipo misto, os resultados obtidos para 0 HRR séo
negativos (x?=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 nimero reduzido de trios

informativos incluidos na analise 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

Subtipo misto HRR DT
SRy teans b iR NT Total T NT Total
Alelo Met66 8 3 11 8 1 9
Alelo Val66 20 25 45 1 8 9
Total 28 28 56 9 9 18
1 2=1.810; df=1; p=0.178 ¥ 2= 5.440; df=1; p=0,020

Apesar de ndo existirem estudos a nivel mundial da analise de género nos subtipos
de PDAH ¢ importante a realizacdo dos mesmos, uma vez que existem diferencas 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 associacdo entre o polimorfismo do gene p75N™Re a PDAH

3.2.1. Polimorfismo S205L do gene p75N™R e a PDAH

O gene que codifica o recetor p75N™R é importante para a etiologia da PDAH, uma
vez que o recetor p75N™R interage com as proneurotrofinas e neurotrofinas,
desencadeando varios mecanismos de sinalizagdo celular, particularmente a
sobrevivéncia neuronal. Assim, neste trabalho prop6s-se o estudo do gene candidato

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

5’UTR . o s ¥ X 5 3’UTR

S205L

Figura 14: Esquema da estrutura do gene p75"TR. Os exdes estdo numerados de | a VI; o

polimorfismo S205L localiza-se no ex&o IV do gene p75N™®.

Para a realizacdo da genotipagem, procedeu-se a amplificacdo de um fragmento
de DNA com 386 pb, contendo o polimorfismo S205L, que consiste na alteracdo de um
nucledtido de Citosina por uma Timina na posicdo 727 do gene p75N™R, segundo o
protocolo descrito no ponto 2.4.2.2.1. de Material e Métodos. O produto de amplificacédo

esta representado no gel de agarose da Figura 15.

386 pb

Figura 15: Eletroforese em gel de agarose a 2% para testar a amplificacdo do fragmento
de 386 pb do gene p75MRT. 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).
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Ap6s a amplificacdo do DNA, este foi digerido com a enzima de restricdo Banl|
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 individuos homozigoticos S205/S205, heterozigoticos S205/L.205 e
homozigdticos L205/L.205, respetivamente (Figura 16).

386 pb
289 pb

97 pb

Figura 16: Perfil eletroforético do polimorfismo S205L do gene p75"™® em gel de agarose
a 3%. Legenda: 1,3,6,7,8,9,12,13,14,15 e 17 - individuos homozigéticos para o alelo S205
(S205/S205); 2,4,5,16 e 19 - individuos heterozigéticos (S205/L205); 11 e 18 - individuos
homozigéticos para o alelo L205 (L205/L205); 10 - amostra ndo 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 p75N™R e PDAH

A semelhanca do gene BDNF, efetuaram-se as analises estatisticas através das
estratégias HRR e TDT na amostra total de trios e os resultados obtidos representados na
Tabela 8 ndo revelaram associacéo entre o polimorfismo S205L do gene p75N™R e a PDAH
(HRR - %= 0,113; df=1; p=0,737; TDT - 4?=0,121; df=1; p=0,728).

Tabela 8 - Polimorfismo S205L do gene p75N™R na amostra de trios total: estratégias HRR
e TDT
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Amosira HRR DT
total , : =
% i NT Total T NT Total
Alelo L205 18 21 39 15 18 33
Alelo 5205 198 195 393 18 15 33
Total 216 216 432 33 33 66
2= 0.113: df=1: p=0.737 ¥2=0.121: df=1: p=0.728




A luz do nosso conhecimento, ndo existem estudos com base em trios realizados
entre o polimorfismo S205L do gene p75N™R e a PDAH a nivel mundial, excetuando o
estudo caso-controlo com 143 individuos adultos do sexo masculino, que também néo
revelou associagdo entre o polimorfismo S205L do gene p75"™ e a PDAH (Conner et al.,
2008). Apesar dos nossos resultados ndo revelarem associacdo entre o polimorfismo
S205L do gene p75"™® e a PDAH, é importante realizar outros estudos de associagdo do
tipo caso-controlo e com base em trios, em diferentes popula¢cbes mundiais. De facto, é
necessario efetuar estudos do polimorfismo S205L, uma vez que o recetor p75N™® esta
associado a vias de sinalizacdo celulares de regides cerebrais implicadas na fisiopatologia
da PDAH, apesar de, at¢é a0 momento, ainda ndo estar totalmente esclarecido o
mecanismo associado as altera¢fes induzidas pelo polimorfismo S205L no recetor
p75NTR. Além disso, uma vez que o polimorfismo S205L do gene p75N™® leva a alteracéo
de uma serina por uma leucina na estrutura do recetor p75N™R, esta pode interferir na
dimerizagdo e interacdo do recetor com as neurotrofinas. E importante ainda referir que
o recetor p75NTR é expresso em regides cerebrais, como por exemplo no cortex pré-
frontal, no cerebelo e no putamen caudado, que tém sido implicadas na PDAH e
alteracOes genéticas no gene que codifica o recetor p75N™ podem conduzir a alteragGes

na funcdo do mesmo, podendo induzir disfunc¢des nas regides cerebrais referidas.
3.2.3. Anélise de género: Polimorfismo S205L do gene p75NTR e PDAH

Na PDAH existem diferengas ao nivel 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 diferencas entre o sexo feminino e o sexo
masculino na populacdo portuguesa, efetuou-se a semelhanca do gene BDNF, a anélise
de género, estratificando a amostra total de trios e os resultados obtidos das estratégias do
HRR e do TDT estdo representados nas Tabelas 9 e 10.

Relativamente ao sexo feminino ndo se obteve associacdo entre o polimorfismo
S205L do gene p75N™® e a PDAH, quer pelo HRR (y?=0,137; df=1; p=0,711), quer pelo
TDT (x%=0,500; df=1; p=0,480).
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Tabela 9 - Polimorfismo S205L do gene p75N™R na amostra de trios relativa ao sexo

feminino: estratégias HRR e TDT.

Amostra HRR TDT
total sexo
feminino T NT Total T NT Total
Alelo L205 3 5 8 3 5 8
Alelo S205 43 41 84 5 3 8
Total 46 46 92 8 8 16
72=0.137; df=1; p=0.711 1*=0,500; df=1; p=0.480

Para 0 sexo masculino, os resultados estdo presentes na Tabela 10 e & semelhanca
do sexo feminino, ndo revelaram diferencas estatisticamente significativas entre os alelos
transmitidos (T) e ndo transmitidos (NT) em ambas as estratégias utilizadas (HRR -
¥?=0,000; df=1; p=1,000; TDT - 4?=0,040; df=1; p= 0,841).

Tabela 10 - Polimorfismo S205L do gene p75"™ na amostra de trios relativa ao sexo

masculino: estratégias HRR e TDT

Amostra HRR DT
total sexo
masculino T NT Total T NT Total
Alelo 1.205 15 16 31 12 13 25
Alelo S205 155 154 309 13 12 25
Total 170 170 340 25 25 50
72=0.000: df=1; p=1.000 72=0.040: df=1: p=0.841

A nivel mundial ndo existem estudos de analise de género utilizando trios para o
polimorfismo S205L do gene p75"™® na PDAH e um estudo caso-controlo com 143
individuos adultos do sexo masculino ndo revelou associa¢do entre o polimorfismo
S205L do gene p75N™R e a PDAH (Conner et al., 2008). Uma vez que n&o existem estudos
a nivel mundial é importante a realizacdo de analise de género, em populagdes mundiais
diferentes, face as diferengas entre género na PDAH que podem ter repercussdes na

diferenca de genes de suscetibilidade para o sexo feminino e masculino.

48



3.2.4. Analise de subtipo: Polimorfismo S205L do gene p75NTR e PDAH

Como realizado na analise de género, efetuou-se também uma estratificacdo por
subtipo de PDAH da amostra total de trios para se avaliar diferencas entre subtipos da
patologia na populagdo portuguesa. No entanto, tal como no gene BDNF, apenas se
realizou a andlise estatistica para os subtipos inatento e misto da PDAH, devido ao
reduzido nimero de trios para o subtipo hiperativo-impulsivo. Assim, relativamente ao
subtipo inatento, os resultados apresentados na Tabela 11, para ambas as estratégias, ndo
demonstraram diferencas estatisticamente significativas entre os alelos transmitidos (T) e
os ndo transmitidos (NT) (HRR - ¥?=0,136; df=1;p=0,712; TDT - %?=0,500; df=1;
p=0,480). Nao existem estudos com base em trios a nivel mundial e ndo foi observada
associagio entre o polimorfismo S205L do gene p75N™R no subtipo inatento da PDAH,

num estudo caso-controlo efetuado por Conner e colaboradores (2008).

Tabela 11 - Polimorfismo S205L do gene p75N™R na amostra de trios relativa ao subtipo

inatento: estratégias HRR e TDT

Subtipo HRR DT
Inalenio T NI | Total T N Total
Alelo 1205 3 5 8 3 5 8
Alelo S205 45 43 88 5 3 8
Total 48 48 96 8 8 16
1?=0,136; df=1:p=0,712 ¥*=0,500; df=1; p=0.480

Em relacdo ao subtipo misto, os resultados obtidos estdo presentes na Tabela 12 e
a semelhanca do subtipo inatento, a estratégia do HRR e do TDT ndo demonstraram
diferencas estatisticamente significativas entre os alelos transmitidos (T) e os alelos ndo
transmitidos (NT) para o polimorfismo S205L do gene p75"™ (HRR - ?=0,008; df=1;
p=0,930; TDT - »?=0,000; df=1; p=1,000).
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Tabela 12 - Polimorfismo S205L do gene p75N™R na amostra de trios relativa ao subtipo
misto: estratégias HRR e TDT

Subtipo HRR DT
Misto iR NT Total T NT Total
Alelo 120§ 14 15 29 12 12 24
Alelo S205 150 149 299 12 12 24
Total 164 164 328 24 24 48
¥2=0,008; df=1; p=0.930 ¥?=0,000; df=1; p=1.000

No nosso trabalho, os resultados obtidos para os subtipos de PDAH estudados néo
revelaram associagdo entre o polimorfismo S205L do gene p75"R e PDAH. Até ao
momento ndo se conhecem estudos de associacao entre o polimorfismo S205L do gene
p75NTR e 0 subtipo misto da PDAH, em outras populagdes mundiais, pelo que é importante
0 desenvolvimento de estudos com base em trios e caso-controlo em populagdes mundiais
diferentes para se avaliarem possiveis diferencas entre subtipos de PDAH.

Em relacdo ao subtipo inatento a analise de genero ndo foi realizada, tendo em
conta 0 nimero reduzido de trios do sexo feminino. De forma semelhante ao realizado
para o gene BDNF, foi efetuada uma anéalise de género para o subtipo misto. Para 0 sexo
feminino do subtipo misto, os resultados estdo presentes na Tabela 13 e ndo se observou
associacdo entre o polimorfismo S205L do gene p75N™R e a PDAH, quer no HRR
(x%=0,000; df=1; p=1,000), quer no TDT (¥?=0,200; df=1; p=0,655).

Tabela 13 - Polimorfismo S205L do gene p75N™® na amostra de trios relativa ao

sexo feminino do subtipo misto: estratégias HRR e TDT

et HRR DT
misto sexo
feminino T NT Total T NT Total
Alelo 1205 2 3 5 2 3 5
Alelo S205 30 29 59 3 2 5
Total 32 32 04 5 5 10
¥2=0,000; df=1; p=1,000 ¥2=0,200; df=1; p=0.655
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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, ndo se tendo observado associagdo
entre o polimorfismo S205L do gene p75"™R e a patologia, em ambas as estratégias
utilizadas (HRR - ¥?=0,046; df=1; p=0,830; TDT - ¥*=0,05; df=1; p= 0,823).

Tabela 14 - Polimorfismo S205L do gene p75N™® na amostra de trios relativa ao sexo

masculino do subtipo misto: estratégias HRR e TDT

Subipe HRR DT
misto sexo
masculino T NT Total T NT Total
Alelo L205 12 12 24 10 9 19
Alelo S205 120 120 240 9 10 19
Total 132 132 264 19 19 38
1*=0,046; df=1; p=0,830 ¥*=0,050; df=1; p= 0,823

A nivel mundial, que tenhamos conhecimento, ndo existem estudos de anélise de
género para os subtipos da PDAH referentes ao gene p75N™R. Assim, é importante o
desenvolvimento de estudos com base em trios e a analise de género para 0s subtipos de
PDAH, uma vez que a semelhanca de outros genes estudados existem diferencas a nivel
genético.
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4. Conclusao

Neste trabalho foi realizado um estudo de associacdo com base em trios, utilizando
as estratégias HRR e TDT. Na amostra total de trios, na analise de género e no subtipo
inatento ndo se observou associagao entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a
PDAMH, através das estratéegias HRR e TDT, sugerindo que o gene BDNF nédo apresenta
um papel direto na etiologia da PDAH. Relativamente ao subtipo misto verificou-se uma
tendéncia de associacgdo 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 estratificacdo de género do subtipo
misto ndo se verificou associacdo entre o polimorfismo Val66Met do gene BDNF e a
PDAH, para o sexo masculino. Em relagdo ao sexo feminino o resultado obtido, face ao
namero de trios informativos analisados, carece de estudos adicionais uma vez que 0
resultado pode ser um falso-positivo.

Para o gene p75N™® utilizando as estratégias HRR e TDT ndo se observou
associacao entre o polimorfismo S205L e a PDAH, na amostra total de trios, na andlise
de género, no subtipo misto, no subtipo inatento, no sexo feminino/masculino do subtipo
misto. Assim, estes resultados parecem sugerir que o gene p75N™R ndo desempenha um

papel importante na etiologia da PDAH.
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5. Perspetivas Futuras

Face aos resultados obtidos neste estudo e ao papel que as neurotrofinas e seus
recetores desempenham a nivel neuronal, € importante o estudo de outros polimorfismos
e genes do sistema neurotrofico, particularmente do recetor TrkB. O BDNF liga com alta
afinidade a este recetor desencadeando importantes vias de sinalizagdo celular que
induzem a plasticidade sinaptica e o crescimento e sobrevivéncia neuronal (Figura 18)
(Autry e Monteggia, 2012).

BDNF

v
@ % —> Crescimento
TrkB \ @
PLCy Ca?* \4
@ |
e b ».-

=74 VN "
Expressio do gene Plasticidade

Sinaptica

Figura 17: Vias de sinalizacdo decorrentes da interacdo do BDNF com o recetor TrkB
(adaptado de Autry e Monteggia, 2012).

Para além disso, 0 BDNF apresenta ainda uma atividade modeladora do sistema
dopaminérgico através da ativacdo do TrkB (Blochl et al., 1996). Assim seria importante
0 estudo da interacdo entre o gene BDNF e o gene TrkB, bem como a interacdo destes
genes com genes do sistema dopaminérgico, por exemplo o gene DAT1.

Relativamente ao polimorfismo S205L do gene p75N™R, seria importante o
desenvolvimento de estudos funcionais para compreender e esclarecer o papel deste
polimorfismo na atividade do recetor p75N™R,

Salienta-se ainda a importancia de realizar estudos de farmacogenética no sentido
de se proporcionar terapias mais individualizadas aos doentes com PDAH o que permitira

uma melhor qualidade de vida e bem-estar dos individuos com a patologia.
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