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Resumo

Resumo

Virios estudos tém demonstrado que fatores genéticos e ambientais, cerca de 50% esta
relacionado com influéncias genéticas e os restantes 50% explicados por fatores
ambientais ndo compartilhados com nenhum membro da familia, influenciam uma grande
variedade dos comportamentos humanos, incluindo o comportamento agressivo. A
genética comportamental tém tentado correlacionar e compreender a base da genética da
agressividade. Genes relacionados com serotonina (5-HT) e dopamina (DA) sdo os mais

relacionados com a agressividade.

Este trabalho est4 inserido num projeto que visa a estudar a “’Influéncia dos genes no
comportamento agressivo numa populagdo universitaria’’, assim tivemos apenas como
objetivo a caracterizagdo genotipica de apenas dois genes (MAO-A e SLC6A44) de entre

outros genes todos eles descritos na literatura como associados a agressdo humana.

A amostra para a caracterizagdo genotipica inclui trinta e trés jovens estudantes
universitarios com idades entre 17 e 31 anos. Os polimorfismos a estudar foram: VNTR
30pb do gene MAO-A e 5-HTTLPR e rs25531 do gene SLC6A4. Os gendtipos dos
individuos amostrados foram identificados por PCR ou PCR-RFLP.

Relativamente ao polimorfismo VNTR 30pb do gene MAO-4, revelou-se nove individuos
homozigoticos para o alelo 4 (4R), treze individuos heterozigdticos para os alelos 4 (4R)
e 3 (3R), dois individuos heterozigotico para os alelos 3 (3R) e 5 (5R), trés individuos
homozigoticos para o alelo 3 (3R) e trés individuos homozigoticos para o alelo 5 (5R).
Observamos mais individuos com alelos MAO-A-H do que para os alelos MAO-A-L,
pois segundo a literatura os alelos com 3(3R) e 4(4R) repeticdes sdo os mais comuns na
espécie humana. Em relacdo ao polimorfismo 5S-HTTLPR do gene SLC6A44 revelou-se a
presenca de seis individuos heterozigéticos (L/S), um individuo homozigético (S/S) e
quatro individuos homozigoéticos (L/L). O polimorfismo rs25531 do gene SLC6A44 apenas
conseguiu-se genotipar apenas quatro individuo: Um individuo homozigético para o alelo

SS, dois individuos heterozigoticos para o alelo LaS e um individuo homozigotico Lal a.

Palavras-chave: Agressividade; MAO-4; SLC6A44; Comportamento agressivo;

Polimorfismos; Serotonina
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Abstrat

Abstract

Several studies have shown that genetic and environmental factors influence a wide
variety of human behaviours, including aggressive behaviour. About 50% of these factors
are related to genetic influences and the remaining 50% are explained by environmental
factors not shared with any family member. Behavioural genetics have attempted to
correlate and understand the basis of the genetics of aggression. Serotonin (5-HT) and

dopamine (DA) related genes are the most related to aggressiveness.

This work is part of a project aiming to study the "Influence of genes on aggressive
behaviour in a university population" and it was our purpose to start with the genotypic
characterisation of only two genes (MAO-A4 and SLC6A44) among other genes all described

in the literature as associated with human aggression.

The sample for the genotypic characterisation included thirty-three young university
students aged between 17 and 31 years. The polymorphisms to be studied were: VNTR
30pb of MAO-A gene ,5-HTTLPR and rs25531 of SLC6A44 gene. The genotypes of the
sampled individuals were identified by PCR or PCR-RFLP molecular biology techniques.

Regarding the 30bp VNTR polymorphism of the MAO-A gene, nine homozygote
individuals carrying the 4 (4R) allele were identified, thirteen heterozygote individuals
with the 4 (4R) and 3 (3R) alleles, two heterozygote individuals with the 3 (3R) and 5
(5R) alleles, three homozygote individuals with the 3 (3R) allele and three homozygote
individuals with the 5 (5R) allele. We observed more individuals with MAO-A-H alleles
than for MAO-A-L alleles, because according to the literature the alleles with 3(3R) and
4(4R) repeats are the most common in the human species. Regarding the 5S-HTTLPR
polymorphism of the SLC644 gene we obtained the following results: six heterozygotic
individuals (L/S), one homozygotic individual (S/S) and four homozygotic individuals
(L/L). With the rs25531 polymorphism of the SLC644 gene it was only possible to
genotype four individuals: one homozigotic for the SS allele, two heterozygotes for the

LaS allele and one homozygote Lal a.

Keywords: Aggressiveness; MAO-A; SLC6A44; Aggressive behavior; Polymorphisms;

Serotonine

Pagina 3 de 57



Influéncia dos genes dos sistemas dopaminérgico e serotoninérgico no comportamento agressivo numa populacdo
universitaria

Pagina 4 de 57



Indice

Indice
RESUMIO .. e e s e s st e e s e e e s s amre e e e e ennes 1
ADSETACT ...ttt b e bt sttt et e e b e e she e saeenareeab e e b e e neennees 2
NAICE AE FIGUIAS 1..v.vevvevevevecvcveeeee e en s s se s s s sensaeeas 6
INAICE A& TADCIAS. .....e.veveveeeceecriceeeee ettt sesse s san s saneas 8
LiSta dE ADIEVIATUTAS ..veeuveeteeriieriiesie et et et esteesteesitesatestesteesbeesaeesatesatesnbesseeseesseesneesnseenseensaens 6
L0 635 0T LT 1o TSP PPOTRRTRRRPRRIN 7
1.1.SiStema SErOtONINETZICO .. eiveetirreertertirieeterte ettt st et st e este b sse et e sbesasesteemeesbesbeeseenbesaeeneenne 12

1.2. SLC6A44/ SERT - Membro 4 da 6* familia de transportadores de solutos (Solute Carrier

Family 6 MEMBEF 4) ....ccueeeeiiieiieiiiiieeseee ettt ettt st b e st e e bt be e e b 14
1.3.MAO-A - Monoamina Oxidase A (Monoamine oxidase A).........cccueeverierveesvenieesesenseenees 19
L4, OBJOEIVO . ettt ettt sttt et e b e s he e sat e st e bt e b e e s bt e s be e sat e et e e bt e nbeesaeesaneeaee 24

2. Materiais € IMELOAOS .. eeveeruieruiiiiieieeiee ettt ettt ettt sttt b e s b e sbe e sae e et e et e sheesaeesare e 24
2.1Recolha das AmOoStras BiOlOZICAS ......cceeriiriiiiiieiieiie ettt s s 24
A S5 i ¢ 1o To I S B A\ USSR 24
2.3. Genotipagem do polimorfismo VNTR 30pb do gene MAO-A.........ccocvvvvevieeneencvencnnnn, 24
2.4 Genotipagem do polimorfismo 5-HTTLPR/rs25531 Analise por PCR-RFLP do gene
SLCO64/SERT- 5-HTTLPR- 182553 1.ttt 24
2.5. INfOrmagOes adiCIONAIS. ......eeccvererireeiireeeiieeeecteeeetteesteeebeeesreeestaeesbaeesbeeessseesaseeesaeesnseennsns 24

BURESUITAAOS ..ottt sttt et b ettt s b et b e e b bt she et bttt beearenees 24
Bl MAQO-A ottt ettt ettt sa et e he et e bt et e e aeeaenes 24
NN Y 2 0. RS 24

4, DISCUSSAO. e euveeutteutesute et et e bt esttesutesuteeabeebeeabeesbeeeaeeeabeeabe e be e bt e bt e abeeeaeeeabeeateebeenbeesheesaeesaneeane 36

5.Conclusao € Perspetivas FULUIAS ......ccvvveerienieiiicieeieesteesee e sre e steesteeseesanessreereesseesaeesanas 39

3 10) 0Ty - i NSRRI 41

Pagina 5 de 57



Influéncia dos genes dos sistemas dopaminérgico e serotoninérgico no comportamento agressivo numa populacdo
universitaria

Pagina 6 de 57



fndice de Figuras

Indice de Figuras

Figura 1- Biogénese da serotonina, imagem adaptada de : (Pavlov et al., 2012)........... 14
Figura 2- Sequéncia similar do transporte do SLC6, imagem adaptada: (Broer & Gether,
20T12) ettt h ettt a et at e h et e b s h e bt et e eaeeees 15
Figura 3- Representacdo de um esquema na regulacdo da expressdo do gene SLC6A4.
Imagem retirada de:(Turescia et al., 2017) .....occvieiiiiiiieieeiieeeeee e 19
Figura 4- Sequéncia dos nucleotideos do polimorfismo STin.2. Imagem adaptada
(Turescia €t @l., 2017) cuuvieeeieeeieeeee ettt e s e e e e b e e eaae e etaeeenaeeenneas 19
Figura 5. O papel da MAO-A4 imagem retirada : (Kolla & Bortolato, 2020b)................ 20
Figura 6- Isoforma da MAO-A imagem retirada: (Manca et al., 2018) ..........ccceeueeneee. 22
Figura 7- Fotografia do QiAamp® DNA Mini Kit retirado do site:
https://Www.qiagen.com/usS/PrOAUELS ........cccvieruierieeriieiieeiee e et e see e e sereereeseaeeseeeenes 24
Figura 8- Imagem ilustrativa da purificagdo do DNA, retirada do site:
https://Www.qiagen.com/usS/PrOAUELS ........cccueerrieriieriieiieeiee e et eee e e sereereeeeaeeseenenas 24
Figura 9. Marcador de peso molecular- NZYDNA Ladder VINZYTECH................... 24

Figura 10-Gel de agarose a 2,5% (p/v) dos produtos de amplificacdo para genotipagem
do polimorfismo VNTR 30pb da MAO-A4. O marcador de massas moleculares utilizado
foi o NZYDNA Ladder VI cujo tamanho das bandas vao desde 50pb — 1500pb com
INtervalos regulares de SOP .......ooiiiiiiiiii e 24
Figura 11- Representagdo grafica dos gendtipos da populagdo em estudo para o
polimorfismo VNTR 30pb do gene MAO-A .........cccuveeeeiiviiiieiiieeiieeeee e 24
Figura 12- Gel de agarose a 3% (p/v) dos produtos de amplificagdo para genotipagem do
polimorfismo 5-HTTLPR do gene SLCA4. O marcador das massas moleculares utilizado
tratou-se do NZYDNA Ladder V..o 24
Figura 13-Gel de agarose a 3% (p/v) dos produtos de amplificacdo para genotipagem do
polimorfismo rs25531 do gene SLCA4. O marcador de massas moleculares utilizado
tratou-se do NZYDNA Ladder V..ot 36

Pagina 7 de 57



Influéncia dos genes dos sistemas dopaminérgico e serotoninérgico no comportamento agressivo numa populagio
universitaria

Pagina 8 de 57



Indice de Tabelas

Indice de Tabelas

Tabela 1- Primers utilizados no processo de genotipagem dos polimorfismos em estudo:

sequéncias e tamanhos dos produtos de amplificacio € resStriGa0 .....eeveereerieriierieerieenieeneeae, 24
Tabela 2- Frequéncia Alélica dos alelos 3R € 4R ......oovviiiiiiiiiiiiieecee e 24
Tabela 3- Representacdo dos gendtipos dos alelos 3R € 4R da amostra.......c.cceeceeeveeneeneennnne 24

Pagina 9 de 57



Influéncia dos genes dos sistemas dopaminérgico e serotoninérgico no comportamento agressivo numa populacdo
universitaria

Pagina 10 de 57



Lista de abreviaturas

Lista de Abreviaturas

CGAS - Estudos de associagao de genes candidatos

COMT - Catecol-o-metiltransferase

DA — Dopamina

DAT — Transportador de dopamina

GWAS - Estudos de associagdo em todo o genoma

HTR2A - Recetor 5-hidroxitriptamina 2A

HVA - Acido homovanilico

L-DOPA — L-3,4-dihidroxifenilalanina

MAO — Monoamina oxidase

NaOH - Hidroxido de sédio

Na'/ K" ATPase — Bomba sodio-potassio

PCR - Reagdo em cadeia da polimerase

SERT — Transportador de serotonina

SLC6A3/DATI1 — Membro 3 da 6 familia de transportadores de soluto
SLC6A4 — Membro 4 da 6 familia de transportadores de soluto
SNP — Polimorfismo de nucleotideo tinico

TH - Tirosina hidroxilase

TSSs - Locais de inicio da transcri¢ao

VNTR — Repeti¢des em tandem de niimero variavel

3'-UTR — Regido 3' ndo traduzida

Pagina 11 de 57



Influéncia dos genes dos sistemas dopaminérgico e serotoninérgico no comportamento agressivo numa populagio
universitaria

5-HIAA - Acido 5-hidroxiindolacético
5-HT — Serotonina
5-HTP - 5-hidroxitriptofano

5'-UTR - Regido 5' ndo traduzida)

Pagina 12 de 57



Introdugao

1.Introducao

A origem da violéncia humana tem sido um tema bastante debatido, e tem causado uma
grande discussao ao longo dos tempos, a violéncia antes era vista como um resultado da
“’natureza vs criagdo’’, mas pesquisas feitas nestes dois tltimos séculos demonstraram
que o comportamento agressivo tem origens biologicas, genéticas e evolutivas. Varios
estudos também apontam para que alguns polimorfismos genéticos aumentam o risco

para o comportamento violento (Ferguson & Beaver, 2009).

A agressdo pode ser explicada como um comportamento natural adaptativo em que o
objetivo € provocar danos fisicos ou psicoldgicos a outro individuo ou objeto como fim
de sobreviver ou manter a espécie. Existem dois tipos de agressdo: direta e indireta
(Castillo-l6pez et al., 2015). A agressdo direta foi definida como qualquer ato cujo
objetivo principal seja prejudicar diretamente outra pessoa, onde ha um confronto entre o
agressor € a vitima, este tipo de agressao inclui a agressao fisica e verbal (Andreu et al.,
2006). A agressao indireta ¢ definida como qualquer conduta cuja intengdo seja causar
dano a alguém, mas esse dano ¢ causado por outra pessoa, objeto ou propriedade. Este
tipo de agressdo evita o contra-ataque, também ¢ uma agressdo que pode ser fisica ou
verbal, mas sendo uma agressdo indireta pode manifestar-se por meio de bens ou

pertences ou, por ofender alguém (Andreu et al., 2006).

Segundo os autores Wranghama, et al 2017 a classificagcdo da agressao tem de ser tratada
como biomodal, isto €, sustentada por dados psicoldgicos e bioldgicos. Por outro lado, a
espécie humana ¢ vista como tendo uma baixa propensao a agressao reativa, mas uma alta
propensao a agressao proativa. A distin¢ao destes dois tipos de agressao esta relacionada
com a sua origem, em que a agressdo proativa envolve um ataque planeado
intencionalmente como uma forma de recompensa seja externa ou interna como objetivo.
Esta ¢ caracterizada pela atencdo a um alvo consistente, muitas vezes relacionada com a
falta de excitacdo emocional. A agressdo reativa ¢ uma resposta a uma ameaga ou evento
frustrante, com o nico objetivo apenas de remover o estimulo provocador, est4 associada

a raiva. (Wranghama, 2017).

No século XX, concentraram-se mais exclusivamente a tentar compreender e explicar o

comportamento agressivo numa perspetiva sociologica em detrimento das explicagdes
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biologicas. Em 1996, numa brochura da revista APA (American Psychological
Association) sobre a violéncia juvenil afirmou: ©* Ndo existe um gene para a violéncia. A
violéncia ¢ um comportamento aprendido...”” (APA,1996). Mais tarde a APA observou
que fatores genéticos podem influenciar na dificuldade de aprendizagem e impulsividade,

interagindo com a violéncia (Ferguson & Beaver, 2009).

No estudo do comportamento agressivo tem havido um grande debate se este pode ser ou
nao determinado pelo ambiente de um organismo ou pré-determinado antes da exposi¢ao
a qualquer tipo de estimulo pela sua genética. Devido ao avango tanto na genética, como
na biologia molecular e neurobiologia veio a perceber-se que ambos sdo essenciais para
a formacdo do comportamento agressivo. Segundo Reiss et. al, o genoma de um
organismo serve como base que vai determinar como esse organismo se desenvolve e
funciona. Durante esse desenvolvimento, as redes de genes codificam o crescimento e
diferenciagdo do sistema nervoso. Desta forma os genes continuam a produzir moléculas
que modulam o funcionamento do sistema nervoso, assim os genes influenciam
significativamente no comportamento agressivo, mas ao mesmo tempo as condi¢des
ambientais, como experiéncias influenciam também para esse comportamento. Os fatores
ambientais ndo influenciam apenas diretamente o sistema nervoso, como também o

genoma do organismo (Reiss & Rankin, 2021).

Estudos genéticos moleculares tém vindo a revelar que muitos genes estdo associados 4
agressao humana, como por exemplo : (1) genes relacionados com serotonina(5-HT); (2)
genes relacionados com a dopamina (DA) e (3) genes relacionados com hormonas
esteroides sexuais (Zhang et al., 2017). A serotonina ¢ um neurotransmissor implicado na
modulacdo do humor, cogni¢do, recompensa, aprendizagem e memoria. Este
neurotransmissor estd associado ao comportamento agressivo. Adicionalmente, a
dopamina e a noradrenalina, envolvidas em fungdes de controlo motor, também estdao
envolvidas no comportamento agressivo. O aumento da fun¢do dopaminérgica ou
noradrenérgica facilita o comportamento agressivo na maioria, mas ndo em todos os

estudos realizados (Zhang et al., 2017).

A maioria dos genes que possam estar relacionados com a violéncia sao genes envolvidos
na detecdo, transporte e degradag¢do de neurotransmissores, nomeadamente da dopamina
e serotonina. Os genes do sistema dopaminérgico e serotoninérgicos sao fortes

candidatos nestes estudos (Ferguson & Beaver, 2009).
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Os primeiros estudos a serem feitos na genética comportamental prenderam-se em
estudos com gémeos, para estimar a variacao nos fendtipos antissociais com a influéncia
genética. Os resultados desses estudos, baseados em milhares de pares de irmaos,
apontaram que realmente os fatores genéticos estdo implicados em pelo menos uma parte
na etiologia da violéncia. E dificil saber exatamente o quio influentes sdo os fatores
genéticos nestes estudos, porque as estimativas de herdabilidade aumentam e diminuem
consoante as caracteristicas da amostra e diferencas na metodologia, mas este tipo de
pesquisa tem sido de extrema importancia para estabelecer as bases genéticas para

comportamentos antissociais (Ferguson & Beaver, 2009)

Estudos de associacdo genética do comportamento agressivo sugerem duas abordagens
diferentes: Estudos de associacdo de genes candidatos (CGAS) ou estudos de associagdo
genomica ampla (GWAS). Estes estudos examinam tragos e fen6tipos do comportamento
agressivo em genes candidatos, que codificam proteinas envolvidas na neurotransmissao
de dopamina ou serotonina, ¢ também de enzimas ou recetores hormonais. Foram
realizados poucos estudos GWAS onde estes avaliam diferentes fendtipos relacionados

com comportamentos agressivos (Fernandez-Castillo & Cormand, 2016).

Estudos tém demonstrado associagdo entre polimorfismos do gene Monoamine oxidase
AMMAO-4) e agressao em humanos, ratos knock-out e macacos rhesus. O polimorfismo
na regido promotora do gene transportador de serotonina (SLC6A44) também sido
associado a agressividade e a alguns disturbios neuropsiquiatricos. Vérios estudos
também associam os alelos VNTR de baixa atividade do 5-HTTLPR com
comportamentos agressivos, violéncia e transtorno de conduta. O comportamento
agressivo também mostrou associagdes com SNP’s nos genes que codificam a epinefrina
e norepinefrina. Um estudo recente ligou dois SNP’s da enzima feniletanolamina N-
metiltransferase (PNMT) a impulsividade cognitiva e agressiva em criangas e

adolescentes (Anholt & MacKay, 2012)

Os genes candidatos associados ao comportamento agressivo (CGAS) foram replicados
em estudos em animais, com estes estudos descobriu-se que os candidatos do sistema
dopaminérgico nomeadamente o recetor de dopamina DRD4, esta envolvido no
transtorno de déficit de atengdo com hiperatividade (TDAH), um polimorfismo no gene

DRD3 esta associado a impulsividade, esta associagdo foi significativa em individuos
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violentos em comparacao a individuos nado violentos. O gene transportador de dopamina
DATI também foi associado ao TDAH, ao comportamento agressivo e a delinquéncia em
adolescentes e adultos jovens. O gene catecolamina-O-metil transferase (COMT) foi
associada a criangas e adultos com transtorno de conduta e agressao (AL-Eitan et al.,

2020).

Estudos que relacionam a variagdo genética e comportamentos agressivos relacionados a
neurodegeneracdo t€m sido associados principalmente em doentes com Alzheimer. Os
fatores genéticos que determinam a propensdo para este tipo de comportamentos
relacionados com a neurodegeneracdo em uma parte encontram-se desconhecidos, devido
a dificuldade de conseguir obter um maior tamanho de amostras e também a
heterogeneidade fenotipica impedem estudos de ligacdo em grande escala (Anholt &

MacKay, 2012)

Segundo Pavlol et.al, deve ressalvar-se que o impacto da herdabilidade para
comportamentos agressivos muda consoante o tempo, ou seja, na infancia os fatores
genéticos e os fatores ambientais sdo igualmente importantes, enquanto os fatores
genéticos tornam-se predominantes na idade adulta. A diferenca de sexo também
influencia a herdabilidade de tragos agressivos, o que vai proporcionar um maior papel
dos fatores genéticos associados a agressao em homens em comparacao com mulheres.
Tém sidos feitos estudos centrados na identificacdo de variantes genéticas que
predispdem para comportamentos agressivos. A analise dos marcadores polimoérficos nos
genes candidatos funcionais que codificam enzimas e recetores que estao envolvidos em
vias metabolicas e regulatorias associados a agressividade ¢ uma estratégia para
identificar essas variantes. O desenvolvimento da associagcdo gendmica ampla (GWAS)
usa painéis de alta densidade de polimorfismo de nucleoétidos unicos (SNP’s) fornecem
grandes avang¢os de novas variantes que estao relacionados com a agressividade em todo
o genoma humano (Pavlov et al., 2012)A “’interagdo gene-ambiente’’ (GXE) ¢ definida
como °’ um efeito diferente de uma exposi¢cao ambiental no risco de doenga em individuos
com diferentes gendtipos’” ou °” um efeito diferente de um genotipo no risco de doenga
em individuos com diferentes exposi¢des ambientais’’. A identificagdo de interagdes GXE
relacionadas com o tratamento genético pode ajudar a orientar escolhas relacionadas com

saude e intervencdes médicas para doengas complexas (Ottman,1996).
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Viérios estudos da genética comportamental t€m investigado a relagao entre a genética e
o ambiente, estes estudos incluem meta-analises, onde tem sido demonstrado que cerca
de 50% esta relacionado com influéncias genéticas e os restantes 50% explicados por
fatores ambientais ndo compartilhados com nenhum membro da familia. A idade e as
formas de agressdo influenciam estes dados, pois embora pareca que o sexo dos
individuos ndo influencie esse nimero, o sexo masculino ¢ mais propenso a
comportamentos agressivos do que o sexo feminino. Estudos em individuos adotados e
em gémeos demonstram que os efeitos genéticos no fendtipo agressivo dependem de

fatores ambientais (GXE) (Fernandez-Castillo & Cormand, 2016).

Avangos no campo da genética molecular vieram possibilitar aos investigadores para que
estes identificassem as interacdes GXE de forma mais especifica. Um dos estudos mais
importantes nesta area, foi de Caspi et al. onde este demonstrou a relagdo entre um
polimorfismo funcional no gene MAO-4 e maus-tratos na infancia em relagdo ao
desenvolvimento de comportamentos antissociais em homens. Este estudo consistiu em
que os rapazes maltratados com um genoétipo de baixa atividade da MAO-A foram mais
propensos a desenvolver posteriormente problemas antissociais, nomeadamente crimes
violentos em adultos, transtorno de personalidade antissocial, em comparagao aos rapazes
maltratados que tinham um gendtipo de alta atividade da MAO-A (Caspi et al.,
2002).Apos este estudo iniciou-se uma série de descobertas em relagdo a interacdo da
genética e de fatores ambientais (GXE). No entanto, uma série de diividas e criticas foram
levantadas, onde ainda existem algumas duvidas e dificuldades, o que dificulta uma
criacdo de uma teoria consistente sobre este tema, também a falta de amplitude de estudos
de outros genes tem sido vista como outra dificuldade. Cohen et.al (2006) descobriram
que o polimorfismo VNTR 30pb do gene MAO-A moderou o desenvolvimento de
psicopatologia apds sofrerem abuso fisico numa amostra de 975 rapazes que sofreram de
maus-tratos. Varios estudos tém demonstrado que a interag@o de certos gendtipos e maus-
tratos na infancia estdo ligados a vulnerabilidade para comportamentos agressivos ou

antissociais (Palumbo et al., 2018; Pavlov et al., 2012).

Segundo Pavlov et. al, a agressdo em humanos pode ser considerada como uma
caracteristica evolutiva positiva que vai proporcionar sucesso na competi¢do em
comparag¢do ao ponto de vista social, o0 comportamento agressivo dificulta ou até impede
a consolidag@o social, levando assim em conta as consequéncias positivas e negativas

deste comportamento, deve ser tratada como uma caracteristica evolutiva
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significativa e geneticamente modulada (Pavlov et al., 2012)A identificagdo de
marcadores genéticos especificos e experiéncias especificas pode oferecer a oportunidade
de avaliar fatores de risco genéticos e ambientais a nivel individual, isto vai aumentar as
oportunidades para o desenvolvimento de tratamentos e prevengdes eficazes para

comportamentos antissociais e agressivos (Pavlov et al., 2012).

Este trabalho esta envolvido num projeto que visa a estudar a “’Influéncia dos genes no
comportamento agressivo numa populagdo universitaria, sendo que neste trabalho dado a
literatura e estudos feitos em que associam o gene MAO-A e SLC6A4, estes foram apenas

os dois genes que queriamos caracterizar genotipicamente.

1.1.Sistema Serotoninérgico

Na andlise do mecanismo de indugdo de agressdo reativa em mamiferos, evidéncias tém
demonstrado que a relag@o entre a agressao e a ansiedade € regulada por regides cerebrais
altamente conservadas. Na parte da regido reguladora que envolve a amigdala, que ¢ a
parte que controla os circuitos neurais desencadeia comportamentos defensivos e
agressivos. Os circuitos também envolvem o cortex cingulado anterior e regides do cortex
pré-frontal. Algumas alteragdes de desenvolvimento no circuito pré-frontal subcortical, e
anormalidades na regido neuromoduladora, podem desempenhar um papel importante no

comportamento agressivo (Pavlov et al., 2012).

A serotonina facilita a inibicdo pré-frontal, assim uma atividade serotoninérgica baixa
pode aumentar a agressividade. A atividade gabaminérgica nos receptores GABA pode

aumentar também a agressdo (Pavlov et al., 2012).

Niveis reduzidos de 4cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), que se trata de um metabolito
terminal da serotonina, no liquido cefalorraquidiano (LCR) estd fortemente
correlacionado com comportamentos agressivos. Os efeitos biologicos da serotonina sao
mediados por recetores de serotonina. Os recetores de serotonina (5-HTRs) medeiam os
efeitos dependentes de serotonina no sistema nervoso central (SNC) e periférico. Foram
encontrados cerca de sete tipos de 5-HTRs, dos quais os tipos 1-2 e 4-7 representam um
grupo de recetores acoplados a proteinas G e o tipo 3 liga-se aos ides Na" ¢ K* na

membrana externa(Barnes NM, Sharp T, 1999).

Os genes 5-HTRIA e 5-HTR 1B que codificam os recetores 1A e 1B sdo considerados os

principais genes candidatos para a associa¢do com a agressividade, pois estes t€ém
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efeitos inibiorios sobre a neurotransmissdo da serotonina(Antypa et al., 2013)O
transportador de serotonina (SERT) ¢ uma proteina transmembranar responsavel pelo
transporte reverso da serotonina da fenda sindptica para os neurdnios pré-sinapticos. A
serotonina, ou S-hidroxitriptamina (5-HT), € produzida por células enterocromafins no
intestino € no cérebro nos neurdnios serotoninérgicos. O mecanismos desta biossintese
tem duas etapas: Oxidacdo do aminoacido triptofano em 5-hidroxi-L-triptofano
(catalisado por uma enzima triptofano hidroxilase(TPH)) e por uma descarboxila¢dao do
5-hidroxi-L-triptofano na serotonina (catalisado pelo L-aminoacido aromatico

descarboxilase (AADC)(Barnes NM, Sharp T, 1999)

A acumulagao da serotonina nas vesiculas pré-sinapticas ¢ mediada pelo transportador de
aminas vasculares, que ap6s essa despolarizagdo da membrana externa dos neurdnios pré-
sinapticos ¢ realizada na fenda sinaptica, onde o neuromediador interage com os recetores
de serotonina que estdo localizados na superficie pds-sindptica levando a
neurotransmissdo. O SERT localizado na membrana pré-sindptica ¢ responsavel para
transferéncia da serotonina para a parte terminal do sistema pré-sinaptico no qual o
neurotransmissor acumula e armazena até a proxima libertacio(Barnes NM, Sharp T,

1999).

A serotonina circulante € principalmente derivada de tecidos periféricos e metabolizada
pelo figado S5-hidroxiindolacetaldenido através da desaminacdo oxidativa pela
monoaminoxidade A (MAO-A4). O aldeido desidrogenase mitocondrial oxida o 5-
hidroxiindolacetaldenido em acido 5-hidroxiindolacético, que ¢ um produto terminal do
metabolismo da serotonina, e ¢ excretado pela urina. Variantes polimorficas que
influenciam a expressao e/ou a atividade dos recetores 5S-HT, SERT e MAO-A afetam os

niveis de serotonina cujo desequilibrio esta associado com a agressao. Podemos ver na

figura(1) a sintese da biogénese da serotonina (Pavlov et al., 2012)
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Figura 1- Biogénese da serotonina, imagem adaptada de : (Pavlov et al., 2012)

1.2. SLC6A4/ SERT - Membro 4 da 6 familia de transportadores de solutos (Solute
Carrier Family 6 Member 4)

A familia de transportadores de soluto (SLC6) tem 20 membros codificados no genoma
humano. S3o compostos por transportadores de neurotransmissores, aminoacidos
proteinogénicos, betaina, taurina e creatina. Os transportadores de neurotransmissores
foram os primeiros membros a ser identificados, ficando assim conhecidos como a familia
de neurotransmissores sodium symporters (NSS) ou familia de transportadores
dependentes de Na'/Cl. Subdivide-se a familia SLC6 em quatro ramos, ramo
transportador de GABA, ramo transportador de monoaminas e ramo de transportadores

de aminacidos (I e II) (Broer & Gether, 2012).

O ramo transportador de GABA, contém transportadores para GABA, betaina, taurina e
creatina. O GABA ¢ o principal neurotransmissor inibitdrio no cérebro, a inibigdo do
GABA vai resultar numa reducao apos libertagdo sinédptica, o que leva a um aumento de

acao das sinapses inibitorias(Broer & Gether, 2012).

Os ramos transportadores das monoaminas estdo incluidos os transportadores de
neurotransmissores para dopamina, 5-HT e noradrenalina. Estes neurotransmissores
desempenham um papel importante na modulacdo no SNC. Estes neurotransmissores

estao envolvidos na modulagdo do humor, agressividade, ansiedade, depressao, etc.
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O ramo transportador de aminoécidos (I) contém transportadores para glicina, prolina e o
transportador geral de aminoacidos ATB"*, que é amplamente especifico para neutro(0)
e para aminoacidos cationicos (+). O ramo transportador de aminodcidos (II) contém
transportadores de aminodcidos envolvidos no transporte epitelial e cerebral(Broer &

Gether, 2012).

‘Fﬁ
’}‘ Amino acid
t:‘ i transporters (1)

e

Figura 2- Sequéncia similar do transporte do SLC6, imagem adaptada: (Broer & Gether, 2012)

A funcdo do transportador de serotonina (SERT) ¢ terminar a neurotransmissdo pela
recaptacdo de serotonina (5-HT) na sinapse para a terminagdo nervosa pré-sinaptica

(Broer & Gether, 2012).

A estrutura do SERT foi resolvida na conformagao aberta para fora, fechada para fora e
aberta para dentro. As ligagdes de sodio foram identificadas pela primeira vez no
transportador de pequenos aminoacidos bacterianos homoélogos LeuT. O local de ligacao
do substrato(S1) € no centro do transportador, na metade da membrana. O transporte que
leva a absor¢do de 5-HT inicia-se pela ligagdo do substrato e aos ides co-transportados
para a conformacdo aberta para fora, o transporte dos ides ligados a 5-HT leva a uma
oclusao de 5-HT no local de ligagdo do substrato S1, segue-se uma transcrigdo para a

conformagao introvertida no qual o substrato e os i0es sao libertados
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no citosol. O retorno ao estado aberto ¢ facilitado pela ligagao de um ido potassio ou um
protdo. Uma fonte de energia ¢ necessdria para facilitar o transporte e garantir a
direccionalidade que vai permitir a depuragdo eficiente de neurotransmissores por

recaptacao (Szollési & Stockner, 2021)

O SERT ¢ uma proteina transportadora de monoaminas, codificadas por um unico gene
SLC6A4 (Membro 4 da 6 familia de transportadores de solutos), localizado no brago
longo do cromossoma 17 (17q11.2), constituido por 13-14 exdes e tem 35kb de tamanho.
A sequéncia de transcrigdo permite a tradu¢do de uma proteina composta por 630
aminacidos com 12 dominios transmembranares (Al-Eitan et al., 2014; Zuccarello et al.,

2012).

O transportador € responsavel pela recaptagdo seletiva de 5-HT nas terminagdes nervosas,
regulando assim a concentra¢do do neurotransmissor na fenda sinéptica. Tem um papel
importante no equilibrio dos niveis de 5-HT, uma vez que armazena as moléculas de 5-
HT nos neurdnios pré-sinapticos. As variagdes deste transportador podem estar
relacionadas com alteragdes estruturais na sequéncia dos aminoacidos, variagdes na
expressao causados por promotores defeituosos, metilacdo alterada e outros fatores

epigenéticos (Calabro et al., 2020).

No locus SLC6A4, as variagdes de DNA em elementos reguladores localizados na
extremidade 5’ do gene, o niumero variavel de repeti¢des em tandem (VNTR) no intrdo 2
e polimorfismo nas regides 3’ ndo traduzidas (UTR’s) influenciam as etapas

transcricionais e pds-transcricionais (lurescia et al., 2017).

O polimorfismo do promotor ligado a SERT (5-HTTLPR) contém uma inser¢ao/deleg¢ao
de repeticao de 44 pares de base (pb), o alelo curto (S) e o alelo longo (L), com 14 ¢ 16
repeti¢des respetivamente, alteram e regulam a expressao do transportador de serotonina.
O alelo curto(S) do polimorfismo 5-HTTLPR, apresenta uma atividade transcricional
reduzida, tal como uma expressao reduzida no transportador de serotonina e captacao de
serotonina. O alelo L(L) com uma adenosina no polimorfismo do nucleotideo tnico
(SNP) rs25531 é mais ativo que o alelo L (L) com uma guanina em rs25531 (Lg) (Liu et
al.,2013; T. Y. Wang et al., 2016; Zuccarello et al., 2012).

Pagina 22 de 57



Introdugao

O polimorfismo STin2 ¢ um VNTR que contém nove (STin 2.9), dez (STin2.10) ou doze
(STin 2.12) repetigdes de 16-17pb (ver tabela 1) . Dados tém demonstrado que os alelos
STin2.10 e STin212 suportam niveis diferenciais de expressao do gene reporter quando
transformadas em células-tronco embrionarias (ES). O VNTR dentro do intrdo 2 do
SLC6A4 atua como regulador transcricional, uma caracterisitica que esta relacionada

com a suscetibilidade a transtornos psiquiatricos (Iurescia et al., 2017).

Hranilovic et al. analisaram o efeito do polimorfismo STin2 VNTR nos niveis de mRNA
de SLC6A4 na expressdo nativa de células em pacientes com esquizofrenia, neste caso
ao alelo STin.10 atuava como. Em estudos de meta-analise que associam esquizofrenia e
os polimorfismos de 5-HTTLPR, sugere-se que o alelo STin2.12 ¢ um fator de risco para

suscetibilidade a esquizofrenia (Turescia et al., 2017).

Tem sido sugerido que a homozigotia do alelo 12/12 (STin 2.12/STin 2.12) tem uma
atividade transcricional maior do que a homozigotia do alelo 10/10 (STin 2.10/STin 2.10).
O polimorfismo STin2 permite identificar os genotipos ditos “’mais rapidos’ (L’L’
12/12) e mais lentos (S’S’ 10/10), relativamente a velocidade de depuracao ativa de 5-HT
sinaptica (maior expressao da proteina correspondente a um aumento da recaptagao de 5-

HT com o bloqueio do sinal serotoninérgico) (Zuccarello et al., 2012) .

O SNP A-> @G, 01525531, que resulta de uma substitui¢do de Adenina (A) para Guanina
(G), foi descrito dentro do alelo L, estando assim subdivididio em variantes La e Lg. Foi
relatado que os niveis de expressao de mRNA de SERT do gene que contém o alelo S ou
L sdo equivalentes. Zalsman et al. propuseram uma abordagem trialélica para dividirem
os alelo La, Lg e S em trés classes funcionais: L’L’ (LaLa) ; L’S’ (LaLg e LaS) ¢ S’S’
(LgLg, LgS e genotipos SS).A classe L’L’ apresentou uma maior expressao funcional do

que os S’S’(Zuccarello et al., 2012) .

Evidéncias recentes sugerem que os polimorfismos 5-HTTLPR e STin2 podem ser
controlados pela mesma via regulatédria. Lesch et al. relatataram uma associacdo entre o
5-HTTPLR e tragos de personalidade relacionados com ansiedade e neuroticismo (Megan
et al., 2018; Middeldorp et al., 2007). Na figura (4) encontra-se uma representacdo dos
nucledtideos do polimorfismo STin.2 onde negrito e o que estd sublinhado indica

nucleotideos que diferem da sequéncia de consense,
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GGCTGYGACCY(R)GRRTG, onde Y =T/C e R = G/A, com perda do 12° par de bases

em um (repeticdo D) dos elementos repetidos.

Estudos comportamentais genéticos sugerem que o S-HTTLPR esta relacionado com uma
maior propensdo a impulsividade e agressdo em animais ¢ humanos, estimaram que a
presenca do genotipo SS podem explicar 5% da variancia inter-individual no
comportamento agressivo. O 5-HTTLPR tem sido associado a obesidade tanto em adultos

como em criangas (Lillycrop et al., 2019; Zhang et al., 2017).

A epigenética refere-se a doencas potencialmente hereditarias e alteragdes ambientais que
possam modificar a expressdo genética que sdo mediadas por mecanismos ndo
codificados por DNA. Dois exemplos mais comuns de modificacdes genéticas sdo a
metilagdo de DNA(DNAm) e acetilagdo de histonas. A metilagdo do DNA ¢ um processo
onde os grupos metil sdo adicionados a molécula de DNA, que vai alterar a atividade
transcricional do segemento de DNA sem alterar a sequéncia, quando esta localizado num
promotor de gene, 0 DNAm atua para reprimir a transcricdo do gene.A acetilacdo de
histonas € o processo no qual os grupos de acetil sao adicionados aos residuos de lisina
dentro da cauda N-terminal que estd no nucleo de histonas do nucleossomo. Alteragdes
na metilagdo do DNA do gene SLC6A4 tem estado associado a depressdo e obesidade

(Manchia et al., 2019; Park et al., 2019).

Num estudo em individuos adotados demonstraram que individuos do sexo masculino

com a variante S eram mais propenso a serem agressivos (Manchia et al., 2019).
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Variant 1D Length Nucleotide sequence

1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
A 17 G G C T G T G A C C C A G G G T G
B 17 G G C T G T G A C C C G G A G T G
C 17 G G C T G T G A C C C G G G G T G
D 16 G G C T G T G A C C C - G G G T G
E 17 G G C T G c G A C C T G G G G T G
F 17 G G C T G T G A C C T G G G A T G
G 17 G G C T G T G A C C T G G G G T G

Figura 4- Sequéncia dos nucleotideos do polimorfismo STin.2. Imagem adaptada (Iurescia et al., 2017)

1.3.MAO-A - Monoamina Oxidase A (Monoamine oxidase A)
A enzima MAO-A (EC:1.4.3.4) esta ligada a membrana mitocondrial externa através de

um segmento transmembranar de 22 aminoécidos (aa) na regido C-terminal e possui um
dinucleotideo de flavina adenina (FAD) ligado a um residuo de cisteina por uma ligagao
8a-(S cisteinil-riboflavina, como podemos ver na figura (1) a representacdo da MAO-A.A
MAO-A catalisa a desaminagao oxidativa de varios neurotransmissores de monoaminas,
incluido o 5-HT e as catecolaminas da norepinefrina e dopamina- em aldeidos, com a
sintese de amoniaco e peroxido de hidrogénio como subprodutos. Tantos os animais como
os seres humanos produzem duas monoaminas oxidases, isoenzimas com diferentes

substratos especificos (Kolla & Bortolato, 2020a; Nishioka et al., 2011).

Pagina 25de 57



Influéncia dos genes dos sistemas dopaminérgico e serotoninérgico no comportamento agressivo numa populacio
universitaria

NH
— HO
LR | HO, e e NHy HOL e A WMy
7 | L T il T Tt L
A [ u
R o e
' " MO HO™™
Sarotonin Dopamine MNorapinephring
[
pflr-
H”....-i"h::r‘:‘:----i> N .\.].|..N.:;t:;r"..-~I'~_:ff'ﬁ HGMH["""%‘.:;u “n._';:'D
S : HO™ s HO™

Figura 5. O papel da MAO-4 imagem retirada : (Kolla & Bortolato, 2020b)

A MAO-A partilha um elevado grau de semelhanga proteica com a sua isoenzima
Monoamina oxidase B (MAO-B). A MAO-A tem uma maior afinidade para 5-HT e
norepinefrina, em comparagdo a MAO-B que ¢ seletiva para substratos de aminas como,
B-feniletilamina (PEA). Em humanos, estas duas isoenzimas tém afinidades semelhantes
para dopamina e tiramina. A MAO-A, age preferencialmente sobre a serotonina e
noradrenalina desaminases € a MAO-B atua sobre a feniletilaminas e benzilamina. A
dopamina ¢ um substrato transformado por ambas as formas da MAO. A MAO-A esta
localizada no cromossoma X em posi¢ao adjacente a MAO-B (Kolla & Bortolato, 2020a;

Nishioka et al., 2011).

A oxidacdo das monoaminas pode ocorrer em trés etapas fundamentais: 1) a oxidacao da
amina em uma imina que ¢ acompanhada pela redu¢ao de FAD em FADH?2, ii) uma etapa
hidrolitica, na qual a imina € convertida em um aldeido com formagao de amoniaco e iii)
uma reagao oxidativa, onde o FADH?2 ¢ reoxidado a FAD com formagao de peroxido de
hidrogénio. A ordem destas etapas pode variar dependendo da ligagdo especifica do
substrato, & forma oxidada e reduzida da enzima. No SNC, o produto do aldeido da reagao
MAO-A ¢ convertida em &cido carboxilico que corresponde a um aldeido desidrogenase

dependente de NAD" (ALDH) (Kolla & Bortolato, 2020a).

A MAO-A degrada o 5-HT em 5-hidroxi-3-indol acetaldeido (5-HIAL), depois ¢
convertido em 4acido 5-hidroxi-3-indolacético (5-HIAA). Os dois principais
neurotransmissores metabolizados pela MAO-4, a norepinefrina e dopamina, sdo

oxidados em 3,4-diidroxifenilacetaldeido (DOPAL) e 3,4-diidroxifenilglicoladeido

Pagina 26 de 57



Introdugao

(DOPGAL). Os aldeidos posteriormente sao convertidos em acido 3,4-
diidroximandélico (DOMA) e acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) pelo ALDH
(Kolla & Bortolato, 2020a).

O gene MAO-A (Xpl11.4-Xp11.3) codifica para uma enzima mitocondrial que catalisa
varias catecolaminas dos neurotransmissores, nomeadamente a serotonina(S),
noradrenalina (NE) e dopamina (DA) apresenta um VNTR na regido promotora, tem dois
elementos comuns que vao influenciar eletivamente a transcrigdo da proteina, por

conseguinte a sua atividade enzimatica (Cerasa et al., 2010).

Um mecanismo de regulacao da MA4O-A € por mecanismos epigenéticos, onde a atividade
cerebral da MAO-A em humanos estd fortemente associada a metiliacdo da ilha CpG,

dentro da regido promotora da mesma, que inclui 14 locais de CpG (Manca et al., 2018)

Foram encontrados dois transcritos, do gene da MAO-A, com locais de iniciagcdo de
transcri¢do (TSSs) separados aproximadamente por 1,3kb, que resulta em duas isoformas
com regides 5’ nao traduzidas distintas (5’UTRs). A regulagdo destes dois TSSs, pode
estar a ser promovida por dois dominios variable number tandem repeat (VNTR)

identificados na regido do promotor da MAO-4 (Manca et al., 2018).

O primeiro dominio, denominado uVNTR, esta localizado 1.2 kb a montante da sequéncia
codificante da MAO-A e consiste num motivo de 30 pb que pode ser repetido duas, trés,
trés e meia, quatro e cinco vezes, esta isoforma foi chamada de MAO-A4 priméria. A
sequéncia de 30pb (‘ACCGGCACCG GCACCAGTAC CCGCACCAGT’) apresenta
cinco repeti¢cdes do motivo de 6 nucleotideos (‘ACCVGY”’) (as letras V e Y sdo simbolos
de nucleotidos que representam G/C/A e C/T respetivamente). Cada uma destas
sequéncias ¢ constantemente seguida por um motivo de repeticio de 15 pb
(‘ACCGGCACCG GCACC’), correspondente a primeira metade da repetigdo,
inicialmente esta sequéncia ndo foi incluida na nomenclatura dos alelos (Kolla &

Bortolato, 2020a; Manca et al., 2018).

O segundo VNTR, denominado dVNTR, estd localizado aproximadamente 500 pb a
montante do uVNTR e ¢ composto por duas repeticdes diferentes: CCCCTCCCCG
(repeticao A) e CTCCTCCCCG (repeticao B). Genotipos de sete, oito, nove, dez, onze e

doze repeticdes foram documentados, sendo os mais comuns aqueles que apresentam
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nove (9R) e dez (10R) repeticdes. Os alelos 9R e o 10R diferem na eficiéncia
transcricional, onde o 9R ¢ mais eficiente do que o 10R(Kolla & Bortolato, 2020a; Manca

etal., 2018).
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Figura 6- [soforma da MAO-A imagem retirada: (Manca et al., 2018)

Os alelos de 3(3R) e 4(4R) repeticdes sao os mais comuns. Os alelos 2(2R) e 3(3R) e 5
(5R) estao associados a menor eficiéncia transcricional, sendo chamados de alelos MAO-
A-L, por outro lado os alelos 3.5(3.5R) e 4R(4R) estdo associados a uma maior atividade
transcricional, chamados assim de MAO-A-H. Os alelos MAO-A-H tém uma maior
relacdo com concentragcdes no LCR dos metabolitos 5-HT e catecolaminas 5-HIAA e
acido homovanilico (HVA). Uma variante rara de 1 repeticdo (IR) também foi

recentemente descrita numa populagdo iraquiana
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A primeira situacdo a ser relatada em relagdo ao envolvimento da MAO-A no
comportamento antissocial e agressivo, foi a sindrome de Brunner, uma sindrome
recessiva ligada ao cromossoma X caraterizada por uma mutagao nonsense do gene MAO-
A (rs72554632). Foram investigadas quatro geracdes de uma familia holandesa, onde
quatorze dos homens sdo afetados por uma sindrome comportamental complexa que se
manifesta num atraso mental limitrofe e comportamento antissocial e agressivo. Esta
sindrome afetou apenas homens, mas aparentemente o gene foi transmitido através de
portadoras normais do sexo feminino. Isto sugeriu que o defeito genético estava
localizado no cromossoma X. O gene defeituoso estaria mascarado em mulheres (XX),
mas o efeito s6 se manifesta nos homens (XY), uma vez que possuem apenas um
cromossoma X. Essa hipdtese foi apoiada pelo uso de marcadores genéticos do
cromossoma X, que indicaram que o gene anormal estaria localizado muito préximo do
gene MAO-A e MAO-B. Anélises bioquimicas indicaram que os homens afetados tinham
um grave comprometimento do metabolismo dos neurotransmissores, que afetava a
quebra de 5-HT, noradrenalina e dopamina. A MAO-B estava normal nos homens
afetados, mas a atividade do gene MAO-A estava completamente ausente. A sequenciagdo
do gene MAO-A nestes individuos demonstrou que havia uma substitui¢do de base inica
que convertia o cddigo para glicina num codao de terminagao na posicao 296 da sequéncia
de aminodacidos. Esta mutacao leva a uma produgdo de uma enzima MAO-A incompleta,
que ndo tem atividade funcional. Estudos recentes sobre esta sindrome demonstraram que
existe um aumento acentuado na subunidade de glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA),
NR2A e NR2B, semelhante a alteracoes identificadas em estudos de ratinhos knock-out

na MAO-A (Brunner, 1996; Kolla & Bortolato, 2020a)

A MAO-A-L tem sido relatada como a variante para maior suscetibilidade para
comportamentos agressivos e antissociais em humanos (Cerasa et al., 2010; Hohmann et

al., 2016 ;Castillo-16pez et al., 2015).

Os alelos de baixa atividade (MAO-A-L) estdo associados a um menor funcionamento
nas regides limbicas. Segundo Huang em casos de abuso infantil individuos com estes
alelos demonstraram impulsividade e maior agressividade, assim os individuos com estes
alelos tém sido frequentemente associados a comportamentos agressivos (Harro &

Oreland, 2016).
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Uma variante da MAO-A foi associada a dependéncia sexual, a qual parece ser mais
significativa nos homens. O gene da MAO-A4 encontra-se no cromossoma X. Assim, 0s
homens sao portadores hemizigdticos de um alelo L ou H, em relagao as mulheres. Estas
carregam dois alelos, sendo heterozigotas, apesar um dos dois alelos seja quase totalmente
silenciado pela inativacdo aleatéria do cromossoma X (Berletch et al., 2011).0s
mecanismos que regulam a transmissao do cromossoma X sdo bastante complexos, mas
processos como a inativacdo do cromossoma X estdo relacionados a uma grande
variabilidade entre sujeitos, espécies, tecidos, entre outros. Uma fuga da inativagdao do
cromossoma X permanente ou durante um certo periodo de desenvolvimento poderia
levar a uma expressdo mais elevada de MAO-A e, por conseguinte, diferengas no que
dizrespeito ao metabolismo dos transmissores monoaminérgicos nas mulheres (Hohmann

etal., 2016).

A MAO-A-H esta associada a uma concentragdo mais baixa de serotonina e a MAO-A-L
com uma maior concentracdo de serotonina (Castillo-lopez et al., 2015). MAO-A-L foi
associada ao aumento das reagdes agressivas. Por exemplo, os portadores de MAO-A-L
apresentam maior predisposi¢do para o desenvolvimento de uma personalidade agressiva
(Stetler et al., 2014; Fowler et al., 2007). No contexto de abuso fisico ou emocional,
jovens do sexo masculino com MAO-A-L tém maior tendéncia a agressao (Zhang et al.,
2016a). Os mecanismos neurobiologicos que tém impacto no MAO-A-L ndo se
encontram completamente estudados. As evidéncias mais consistentes sdo nas regides
cortico-limbica, em particular a reatividade da amigdala aumenta a estimulos emocionais
negativos, redu¢do das ativagdes no frontal medial e cortex cingulado anterior durante o
controlo da inibi¢do e reducdo da massa cinzenta do cortico-limbico foram detetadas
repetidamente. A conectividade funcional, € vista como uma variavel independente, que
tem efeitos sobre os processos ecologicos e as populagdes, ou como uma variavel
dependente da interacdo entre estrutura e comportamento analisa um aumento do
acoplamento entre a amigdala e as areas de ordem superior na regido pré-frontal
ventromedial e o cortéx anterior cingulado. Estes dados juntos sugerem que o alelo de
baixa atividade da MAO-A facilita alteracdes no sistema cortico-limbico que regula as
emocdes negativas e controlo inibitério devido ao sistema serotoninérgico durante
periodos vulneraveis do desenvolvimento do cérebro (Forero-Medina & Vieira, 2007;

Harneit et al., 2019)
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A MAO-A e MAO-B sao encontradas tanto no cérebro, como no resto do corpo, t€m ¢
diferentes distribui¢des celulares, no caso da MAO-A esta presente nos trofoblastos e nos
trombdcitos somente a MAOB, apesar de os dois estarem presentes nos fibroblastos. O
polimorfismo comum na regido promotora 1,2kb na regido codificante do gene da MAO-
A foi relatado para moderar os efeitos do precoce dos efeitos das experiéncias do
comportamento agressivo (Hohmann et al., 2016). Um outro estudo, por Caspi et al.,ndo
reportou nenhum efeito direto de variantes do gene MA4O-A4, mas um efeito interativo com

maus-tratos precoces € o comportamento agressivo (Pingault, 2013).

Os inibidores da MAO sdo utlizados para o tratamento de doengas como depressdo e
pressdo arterial elevada, também h4 uma relagdo entre uma muta¢do no gene MAO-A
associada a deficiéncia mental leve e também de comportamento agressivo impulsivo em
homens num estudo feito a uma familia na Holanda (Brunner et al. 1993a,). Alguns
estudos com os ratinhos knockout, neste caso transgénico que continham o gene MAO-
A tiveram alteracdes de comportamentos, como tremores ¢ dificuldade de equilibrio
enquanto rato knockout bebés e aumentaram a sua agressividade quando os machos se

tornaram adultos (Cases et al. 1995).

Muitos estudos feitos posteriormente tém demostrado resultados mistos em relagcdo ao
comportamento agressivo € maus-tratos precoces, houve dois estudos principais que se
basearam em avaliagdes de um ou dois acontecimentos que ocorrem na adolescéncia ou
na idade adulta, mas ainda ndo houve estudos que se focassem nos acontecimentos
ocorridos na infancia (Pingault, 2013). No estudo feito pelo Departamento de Psiquiatria
da Universidade de Montreal, foram selecionadas 436 criancas, de um jardim de infancia
do Quebec, de sexo masculino para um estudo longitudinal tendo-se avaliado a frequéncia
com que praticavam a agressao fisica. A avalia¢do foi realizada anualmente entre os 6 e
os 12 anos, por professores com o ‘’Social Behavior Questionnaire’’. Neste estudo as
criancas com o alelo MAO-A de alta atividade apresentaram niveis mais altos de
comportamento antissocial, mas os investigadores alertam para a questdo de as
contribui¢des genéticas estarem interligadas ao comportamento e com isto sugeriram que
o gene MAO-A pode ndo influenciar a agressao fisica de forma constante, mas sim afetar

ao logo do tempo, ou seja com a aprendizagem desse comportamento (Pingault, 2013)
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1.4. Objetivo
O objetivo desta dissertacao foi genotipar uma populagdo universitaria em relagdo aos

polimorfismos VNTR 30 pb do gene MAO-A4 e 5S-HTTLPR/rs25531 do gene SLC6A44, do

sistema serotoninérgico que mais influenciam para o comportamento agressivo.
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2.Materiais e Métodos

2.1Recolha das Amostras Biologicas

A amostra inclui trinta jovens estudantes do Instituto Universitario Egas Moniz, com
idades compreendidas entre os dezassete e trinta e um anos. Os individuos do sexo

masculino sdo dois e do sexo feminino vinte € oito.

A recolha da amostra da mucosa oral foi realizada por zaragatoa, e posteriormente foi
extraido o DNA genomico dos trinta e trés jovens estudantes. Foi utilizado QiAamp®
DNA Mini Kit. A recolha foi feita de forma an6nima e foi gerado um cédigo aleatorio

para cada um dos voluntarios.

Todos os voluntarios preencheram um consetimento informado (Anexo I), onde

autorizam a realizag¢do de estudos genéticos.

2.2 Extracido de DNA

Para a extracdo de DNA utilizou-se 0 método QiAamp® DNA Mini Kit(na figura (8)
temos uma representacdo do mesmo) e segundo as instru¢des do fabricante. Os dentes de
cada zaragotoa foram transferidos para tubos de 2mL, onde foram adicionados 20ul de
proteinase K € uma protéase do tipo subtilisina isolada do fungo saprofitico Tritirachium
album e 600ul de ATL Buffer que ¢ um tampao de lise para a purificacdo dos acidos
nucleicos, os tubos foram vortexados por 10s. Os tubos foram colocados num
thermomixer a 56°C com agita¢do a 900rpm com duragdo de 1h. Adicionou-se 600pul de
AL Bulffer, que ¢ um tampao lise para isolar o DNA e vortexados por 15s. Os tubos foram
colocados num banho a 70°C com agitacao a 900rpm com duracao de 10min. Adicionou-
se 300ul de etanol (96-100%), o etanol serve para precipitar o DNA extraido, os tubos

foram vortexados por 15s, foram novamente centrifugados.
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Foram transferidos 700ul para uma coluna QIAamp MinElute, centrifugou-se a 6000x g
por 1 minuto, voltou a repetir-se 0 mesmo passo. Adicionou-se 500ul AW1 Buffer um
tampao de lavagem para remover as impurezas, centrifugou-se a 6000 x g por 1 min
Colocou-se numa nova coluna QIAamp MinElute. Posteriormente adicionou-se 700ul
AW?2 Buffer um tampao de lavagem para remover as impurezas e centrifugou-se a 6000
x g por 1 minuto. Adicionou-se 700ul de etanol (96-100%) e centrifugou-se a 6000 x g
por 1 minuto. Centrifugou-se a 14000rpm por 3 minutos para secar completamente a
membrana. Descartou-se a coluna anterior, para um tubo de 1,5ml. Adicionou-se 100ul
de ATE Buffer, um tampao de elui¢do. Incubou a temperatura ambiente por 1minuto e
centrifugou-se por 14000 rpm por 1 minuto. Adicionou-se 30ul de ATE Buffer, incubou
por 5 minutos a temperatura ambiente centrifugou-se, adicionou-se novamente 30ul de

ATE Buffer, incubou-se por 3 minutos e centrifugou-se novamente.

O DNA foi armazenado a -20°C até a sua utilizagao.

QlAamp” DNA Blood
Mini Kit (250)

Figura 7- Fotografia do QiAamp® DNA Mini Kit retirado do site: https://www.giagen.com/us/products
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Figura 8- Imagem ilustrativa da purificacdo do DNA, retirada do site: https://www.qiagen.com/us/products

2.3. Genotipagem do polimorfismo VNTR 30pb do gene MAO-A

Para a genotipagem do polimorfismo, o programa de amplificacdo utilizado foi com base
no artigo de Mota et al.2017 (Mota et al., 2017) : Inicio com desnaturag¢do a 95°C por 5
minutos, 30 ciclos com desnaturagdo a 94°C por 40 segundos, annealing 58°C por 1
minuto € como passo final a 72°C durante 1 minuto. Os primers utilizados encontra-se

na tabela 1.

A mistura de amplifica¢do, com volume final de 25ul continha os seguintes componentes:
12,5 pl de NZYTaq II 2x Green Master Mix®, 7,5 ul de HoO DNase free,1 pl de cada
primer (10 pM) e 3 pl de DNA extraido.

A detegdo dos produtos da analise da amplificagdo foi realizada por eletroforese em gel
de agarose a 2,5% (p/v), utilizando-se o tampao TAE 1x (Constituicao :TAE 50x: 121 g
de Tris Base + 28,5 ml de acido acético glacial + 50 ml de acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) 0,5M pH 8,0 + H>O destilada até perfazer 500 ml) e corado com Ge!/
Red®. A eletroforese foi efetuada a 100mA.

Os genotipos dos individuos foram calculados por reta de calibragdo, pela equacao da

reta.
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2.4 Genotipagem do polimorfismo S-HTTLPR/rs25531 Analise por PCR-RFLP do
gene SLC64/SERT- 5S-HTTLPR- rs25531

Realizou-se o processo de otimizagdo da genotipagem dos polimorfismos 5-HTTLPR e
rs25531 do gene SLC6A4 por pela técnica PCR-RFLP. Para a amplificagdo por PCR-
RFLP, primeiramente somente utilizou-se a Taq NZYTaq II 2x Green Master Mix®.
Masdevido a regido deste polimorfismo possuir um alto contetido em Guanina-Citosina
(GC), foi necessario também a utilizagdo de NZYTaq 2x GC-Enhancer Solution, pois
regidoes com elevados residuos de GC podem formar estruturas secundarias complexas,
que podem ndo ser desfeitas na fase annealing de primers do PCR. A solu¢cdo da NZYTaq
2x GC-Enhancer Solution foi desenvolvida para superar as dificuldades com a
amplificagdo por PCR em modelos de DNA ricos em GC e também aumentando a
especificidade, reduzindo a amplificagdo de produtos nao especificos, utiliza-se em
conjunto a TagDNA polimerase. Assim de forma a potenciar a mistura utilizou-se as duas

Taq, a Taqg NZYTaq II 2x Green Master Mix® e NZYTaq 2x GC-Enhancer Solution.

A mistura de amplificagdo, com volume final de 27ul, continha os seguintes
componentes: 12,5 ul de NZYTaq II 2x Green Master Mix®, 10 pl de NZYTaq 2x GC-
Enhancer Solution , 1 pl de cada primer (10 uM) e 3 pl de DNA extraido Os primers

utilizados encontra-se na tabela 1.

O programa de amplificacdo utilizado foi adaptado do artigo de Miranda et al.,2017
(Miranda et al., 2017): Inicio com desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, 34 ciclos com
desnaturagdo a 94°C por 40 segundos, annealing a 58°C por 40 segundos € como passo

final a 72°C durante 5 minutos.

Posteriormente foi feita restrigdo com a enzima MSPI, em overnight a 37°C nos produtos
amplificados. A mistura de restricdo com volume final de 30ul, foi realizada partir de
20ul do produto de PCR anterior, ao qual se adicionou 1ul de enzima, Sul de Buffer e
4ul H20 DNase free.

A detegdo dos produtos da analise da amplificagdo foi realizada por eletroforese em gel
de agarose a 3% (p/v), utilizando-se o tampao TAE 1x e corado com Gel Red®. A

eletroforese foi efetuada a 100mA.
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2.5. Informacoées adicionais

Tabela 1- Primers utilizados no processo de genotipagem dos polimorfismos em estudo: sequéncias e
tamanhos dos produtos de amplificagdo e restricdo

Tamanho dos produtos

Reverse

5'-GGG ATG CGG GGG AAT ACT GGT-3°

Polimorfismos | Sequéncia dos primers de amplificagdo e
restrigao

MAO-A — 30 pb | Forward 30pb VNTR

VNTR 5’-ACA GCC TGA CGC TGG AGA AG-3’ Amplificagdo :291 pb,
Reverse 321 pb, 336 pb, 351 pbe
5'-GAA CGG ACG CTC CAT TCG GA-3’ 381 pb

SLC6A4- Forward INDEL

5-HTTLPR 5'-CGC TCC TGC ATC CCC CAT TA-3’ Amplificagdo:

Rs25531 5-HTTLPR-

Alelo Curto(S)- 253 pbe
Alelo Longo (L) -297 pb
Restricao Rs25531-
LaLa- 233 pb e 63 pb
LalLg- 233 pb, 174 pb,
63 pb e 59 pb

Lglg- 174 pb, 63 pbe 59
pb

LaS- 233 pb, 189 pb, 64
pb e 63 pb

LgS- 189 pb, 174 pb, 64
pb, 63 pb e 59 pb

SS- 189 pb e 64 pb.
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Band size (bp) ng/band

1500 40
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Figura 9. Marcador de peso molecular- NZYDNA Ladder VI NZYTECH

2.6 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada através do Software Estatistico R versdo 4.0.3 (R
package based on 2 test, Statistical Computing and Graphics, Inc.), baseado no teste do
qui-quadrado (y2), com um intervalo de confianca (IC) de 95%. O resultado observado
para cada um dos polimorfismos, foi comparado com o resultado que seria esperado, para
uma populag¢do em equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) (p>0,05), sendo que os valores
de *p<0,05 foram considerados significativos para a distribuicao alélica e genotipica, , na

amostra em estudo.
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3.Resultados

3.1 MAO-A

Os individuos a quem foram recolhidas amostras de DNA para posterior genotipagem
foram associados aos respetivos genotipos. Na genotipagem do polimorfismo VNTR
30pb do gene MAO-A utilizou-se o método descrito (ver sec¢cdo Materiais). Na figura (10)
encontra-se representado um exemplo de um gel de agarose a 2,5% (p/v). Na figura (11)

temos a representacao grafica dos genotipos da populagdo em estudo.

Figura 10-Gel de agarose a 2,5% (p/v) dos produtos de amplificagdo para genotipagem do polimorfismo VNTR 30pb
da MAO-A. O marcador de massas moleculares utilizado foi o NZYDNA Ladder VI cujo tamanho das bandas véo
desde 50pb — 1500pb com intervalos regulares de 50p
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Foram feitas para cada experiéncia duas confirmagdes de resultados. Os genétipos dos
individuos foram calculados por reta de calibragdo, pela equagdo da reta.A amostra de
trinta estudantes universitarios(N=30), com idades compreendidas entre 17 ¢ 31 anos, em
que dois estudantes eram do sexo masculino e os restantes 28 estudantes do sexo
feminino. Para a analise do Teste Hardy-Weinberg foram apenas considerados os
individuos de sexo feminino para os gendtipos dos alelos 4 (4R) e 3 (3R) (N=23/30), que
sdo os alelos mais comuns encontrados. Nao foram encontradas diferencas significativas
P-Value. As amostras estavam em equilibrio Hardy-Weinberg, pois o valor P-value

>0,05.

A frequéncia alélica encontra-se na tabela (1) A frequéncia alélica para o alelo 3 (3R) foi
de 37%, com intervalo de confianga 95% (23.6; 52.47) e para o alelo 4 (4R) foi de 63%,

com intervalo de confianga 95% (47.53; 76.4). Para o sexo masculino o alelo 4 (4R) foi o

mais predominante.

Tabela 2- Frequéncia Alélica dos alelos 3R e 4R

Frequéncia Alélica N Frequéncia (%) 95% Cl
3R 17 36,96 (23,6;52,47)
4R 29 63,04 (47,53;76,4)

A frequéncia genotipica encontra-se na tabela (2). A frequéncia genotipica para os
individuos homozigéticos do alelo 3 foi de 9%, homozigoticos do alelo 4 foi de 35% e

para individuos heterozigoticos para os alelos 3 e 4 ¢ de 57%.

Tabela 3- Representacdo dos gendtipos dos alelos 3R e 4R da amostra

Genotipos N Frequéncia (%) 95% Cl
3R/3R 2 8,7 (1.52; 29.51)
3R/4R 13 56,52 (34.87;76.12)
4R/4R 8 34,78 (17.19; 57.18)
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Genotipos para o gene MA0-A VNTR 30pb
Law B 27%
3R/3R

3R/4R
3;11%

® 4R/4R
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& 3,5R
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Figura 11- Representagdo grafica dos gendtipos da populacdo em estudo para o polimorfismo VNTR 30pb
do gene MAO-A
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Grifico 1- Reta de calibracédo entre o logaritimo (pb) e distdncia migrada (mm)
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3.2 S8LC6A44

Os individuos a quem foram recolhidas amostras de DNA para posterior genotipagem
foram associados aos respetivos gendtipos. Na genotipagem do polimorfismo 5-
HTTLPR/rs25531 do gene SLC6A4 utilizou-se o método descrito (ver sec¢do Materiais).
Na figura (11) encontra-se representado um exemplo de um gel de agarose a 3% (p/v)
para o polimorfismo 5-HTTLPR e encontra-se na figura (12) uma representagdo de um
gel de agarose a 3%(p/v) para o polimorfismo rs25531. Na figura (13) temos a
representacdo grafica dos genétipos da populacdo em estudo. Foram feitas para cada

experiéncia duas confirmacdes de resultados.

Figura 12- Gel de agarose a 3% (p/v) dos produtos de amplificacdo para genotipagem do polimorfismo 5-
HTTLPR do gene SLCA4. O marcador das massas moleculares utilizado tratou-se do NZYDNA Ladder VI
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Figura 13-Gel de agarose a 3% (p/v) dos produtos de amplificagdo para genotipagem do polimorfismo
rs25531 do gene SLCA4. O marcador de massas moleculares utilizado tratou-se do NZYDNA Ladder VI

Genotipos para o gene SLC6A44 5-
HTTLPR

Heterozigoticos (L/S)

4;36% ) soicos 5
6; 55% omozigoticos
Homozigéticos (L/L)

1; 9%

Grifico 2- Representagdo grafica dos genotipos da populacdo em estudo para o polimorfismo 5S-HTTLPR
do gene SLC6A44
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A genotipagem do polimorfismo 5-HTTLPR do gene SLC6A44, conseguiu-se apenas
genotipar a onze estudantes universitarios (N=11/30), dos trinta individuos em estudo
com idades compreendidas entre 17 € 31 anos, em que um individuo ¢ do sexo masculino
e os restantes 10 individuos sdao do sexo feminino. Revelou-se a presenca de seis
individuos heterozigéticos (L/S), um individuo homozigotico (S/S) e quatro individuos
homozigoticos (L/L). Sendo que a frequéncia alélica para o alelo curto é de 28% e para o
alelo longo (L) de 72%. Para a Genotipagem do polimorfismo rs25531 do gene SLC6A44
apenas conseguiu-se genotipar apenas 4 individuos dos trinta individuos em estudo
(N=4/33). Revelou-se a presenca de um individuo homozigdtico para o alelo SS, dois

individuos heterozigoticos para o alelo LaS e um individuo homozigético LaLa.
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4. Discussao

A genotipagem do polimorfismo VNTR 30 pb do gene MAO-A na amostra trinta
estudantes universitarios, com idades compreendidas entre 17 ¢ 31 anos, ¢ onde foram
feitas para cada experiéncia trés confirmacdes de resultados, revelou-se a presenga de
nove individuos homozigo6ticos para o alelo 4 (4R), treze individuos heterozigéticos para
os alelo 4 (4R) e 3 (3R), dois individuos heterozigotico para os alelos 3 (3R) e 5 (5R),
trés individuos homozigdtico para o alelo 3 (3R) e trés individuos homozigético para o

alelo 5 (5R).

Nesta amostra observamos mais individuos com alelos MAO-A4-H, do que para os alelos
MAO-A-L, isso pode ser explicado pois segundo Kolla et. al., os alelos com 3(3R) e 4(4R)
repeti¢des sdo 0s mais comuns na espécie humana. Sendo que os alelos 3 (3R) ¢ 5 (5R)
estao associados a menor eficiéncia transcricional (MAO-A-L), por outro lado os alelos
3.5(3.5R) e 4R(4R) estdo associados a uma maior atividade transcricional (MAO-A4-H).
Nesta amostra temos uma quantidade pouco significativa no que diz respeito ao gendtipo

dos alelos 3 (3R) e alelos 5(5).

A MAO-A-L tem sido bastante relatada como a variante para maior suscetibilidade para
comportamentos agressivos € antissocais em humanos, tal como uma maior predisposi¢ao
para o desenvolvimento de uma personalidade agressiva, sendo que esta mais envolvida
com uma maior concentragdo de serotonina em comparagdo a MAO-A-H que tem uma

menor concentragao de serotonina.

Dado que esta amostra em estudo tem maior prevaléncia de mulheres, tendo apenas um
homem em estudo, pode estar explicado os individuos terem o genotipo para a MAO-A-
H que esta menos ligada & agressividade. E importante ressalvar que segundo Zhang et

al., os jovens do sexo masculino com a MAO-A4-L tem maior tendéncia para a agressao.

Para melhores resultados é necessario aumentar o tamanho da amostra, € também
heterogeneidade em relagdo ao sexo dos individuos em estudo, pois esta diferenca ¢
importante nestes estudos. Deve-se estudar os sexos em separado para uma maior
compreensdo desta tematica. Também ¢ necessario ver as diferencas étnicas em relagao

as populagdes em estudo e também a diferenca entre idades.
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Devido a dificuldade no processo de Genotipagem dos individuos para o polimorfismo
5-HTTLPR e rs25531, ndo se conseguiu obter resultados significativos para obtengdo de
dados estatisticos. A técnica PCR-RFLP foi tentada varias vezes, com introdugdo de
diferentes alteragdes na metodologia, mas sem muito sucesso na obtengdao de bons
resultados. Pelo que para estes polimorfismos pressupde-se que tem de ser melhorada a

técnica PCR-RFLP.

Nesta pequena amostra de onze individuos revelou-se que o alelo L foi o mais
predominante tal como ¢ confirmado pela literatura. Em geral, o alelo S est4 presente em
42% dos caucasianos e 79% dos asidticos, enquanto o alelo L ¢ muito mais frequente nas
populagdes ocidentais do que em populacdes asiaticas. Estudos revelam que o a
frequéncia alélica dos alelos SS estd presente em 22% dos caucasianos ¢ 60% em
asiaticos, em comparagdo ao alelo LL que esta presente em 29-43% nos caucasianos e

apenas 1-13% em asiaticos (Y. Wang et al., 2018).

Num estudo em individuos adotados demonstraram que individuos do sexo masculino

com a variante S eram mais propenso a serem agressivos (Manchia et al., 2019).

Os genotipos SS e SLG estdo associados a um maior risco para o neurocitismo e também
para depressdo e ansiedade. Segundo o estudo Y.Wang et al.,indicam que o genotipos SS
SLc ou L Lg tém maior fatores de risco que contribuem para problemas no
desenvolvimento comportamental em criangas da Mongolia em idade escolar (Y. Wang

et al., 2018)

As mulheres que possuem o alelo curto (S) em comparagdo com os homens, podem estar
mais suscetiveis a depressdo quando estd relacionado com o stress, segundo alguns
estudos estes relatam que o 5-HTTLPR relacionado com o GXE em individuos com

depressao , € mais especifico para as mulheres (Conway et al., 2012).

O polimorfismo rs25531 G e o 5-HTTLPR demonstraram uma redugdo na fungao da alta
expressao relacionada com o alelo L. Os individuos que possuem o alelo L no
polimorfismo rs25531 A (LA) expressam o gene em niveis mais altos, em comparagdo
com os portadores dos alelos LG que possuem niveis semelhantes aos que sdo portadores
do alelo S. Num estudo em criangas chinesas sobre a relagao do polimorfismo 5S-HTTLPR
e problemas comportamentais demonstraram que criancas com o genotipo com baixa

expressdao do SLC6A4 (LG/LG, S/LG, S/S) demonstraram
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uma alta taxa de inibicdo comportamental em comparacao a criangas com genotipos de

alta expressdo (LA/LA , S/LA e L/L)(Sah et al., 2021).

A frequéncia alélica destes polimorfismos varia significativamente entre populagdes, com

alta frequéncia alélica na Europa e baixa frequéncia alélica na Asia.

Estudos tém demonstrado uma associacdo entre o 5-HTTLPR com o comportamento
agressivo ¢ o controlo da intensidade da desregulacdo emocional pela exposicao a
condigdes de stress, o alelo S estd indicado como o associado a desregulagdao do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal na presenca de condigdes de stress. Estdo relatados que
oalelo S diminui a transcrigdo e recaptacao de serotonina in vitro. O alelo L esta associado
auma predisposi¢do para o alcoolismo. Estudos em italianos caucasianos, individuos com
o genotipo SS foram associados a dependéncia de heroina e agressdo. Foi observado que
os alelos S e L do 5-HTTLPR na presenca do alelo A ou G do polimorfismo rs25531
(SA/SG) e (LA/LG), tém uma redugdo na expressdo do gene SLC6A44, em comparagdo ao
LA/LG que tem maior expressao no gene. Segundo Hu et.al estes sugerem que os testes
de associa¢do com os alelos LG devem ser analisados em conjuntos com os alelos S(Al-

Eitan et al., 2014; Conway et al., 2012).
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5.Conclusio e Perspetivas Futuras
O objetivo desta dis5-HTTagao foi genotipar uma populagdo universitaria em relagdo aos
polimorfismos VNTR 30pb do gene MAO-A4 e 5S-HTTLPR/rs25531 do gene SLC6A44, do

sistema serotoninérgico que mais influenciam para o comportamento agressivo

Relativamente 4 associagao da agressividade e o polimorfismo VNTR 30pb do gene
MAO-A tem sido demonstrado que os alelos 3(3R) e 5(5R) sdo os que estdo associados a
menor eficiéncia transcricional (MAO-A4-L), e trata-se da variante mais associada a maior
suscetibilidade para comportamentos agressivos e antissociais em humanos. Nesta
amostra em estudo temos uma quantidade pouco significativa no que diz respeito ao
genotipo dos alelos 3 (3R) e alelos 5(5R), pelo que era necessario o aumento dos
individuos em estudo para uma maior significancia dos resultados. Identificou-se neste
estudo um numero superior de individuos do sexo feminino com os alelos 3(3R) e 4(4R),
0 que esta de acordo com a literatura pois trata-se dos alelos mais comuns na espécie

humana.

Apesar dos resultados promissores, para compreendermos melhor este gene que se
encontra no cromossoma X, ¢ necessario aumentar o tamanho da amostra em relacao em
relacdo ao sexo dos individuos em estudo. No entanto, deve-se estudar os sexos em
separado para uma maior compreensao sobre as diferencas entre homens e mulheres e o

que afeta no funcionamento do gene da MAO-A4.

Relativamente a agressdo e ao polimorfismo 5-HTTLPR e rs25531 do gene SLC6A44
estudos t€ém demostrado que tanto o alelo curto (S), como o gen6tipo SS, SLg sdo os que
tém mais propensao para comportamentos agressivos, depressdo e neurocitismo. Devido
a dificuldade no processo de Genotipagem dos individuos em estudo ndo obtivemos
resultados significativos para fazer uma correlacdo destes polimorfismos e a
agressividade, nem conseguir obter significancia estatistica. Na amostra em estudo o
alelo mais predominante foi o alelo longo (L) e na literatura este € o que estd mais descrito

e mais frequente nas populacdes ocidentais.

E importante ressalvar que este trabalho estd inserido num projeto que visa a estudar a
“Influéncia dos genes no comportamento agressivo numa populacdo universitéria, dai ter

sido realizado com o objetivo da caracterizagdo genotipica de apenas dois genes
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(MAO-A e SLC6A4) de entre outros genes todos eles descritos na literatura como
associados a agressio humana. E fundamental perceber-se os polimorfismos em estudo
possam ser correlacionados em conjunto ou ndo. A dificuldade na genotipagem realizada
e o numero reduzido de amostras impede que os resultados obtidos possam atingir uma
significancia estatistica, mas irdo aumentar e contribuir para os resultados do projeto em
causa. Futuros estudos com um maior nimero de amostras sdo necessarios para se
tecerem conclusdes acerca destas correlagdes e para se averiguar-se mesmas estdo em

conformidade com a literatura.
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