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“Queremos ter certezas e nao duvidas, resultados e nao
experiéncias, mas nem mesmo percebemos que as certezas so
podem surgir através das duvidas e os resultados somente

atraves das experiéncias.’
Carl Jung
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Resumo

O sistema endocanabindoide é um sistema de sinalizacdo, altamente
complexo que esta envolvido em inimeras funcdes do nosso organismo. Tendo
como principal proposito manter a homeostasia corporal. Alteracdes no correto
funcionamento deste sistema podem levar a diferentes manifestacoes
comportamentais entre os individuos. Entre estas variacdes de comportamento
destacam-se os quadros de stress ou depressdao, que parecem influenciar
diretamente a expressao de afetos dos individuos, bem como o seu bem-estar
geral. O sistema endocanabindide torna-se, desta forma, uma mais-valia
relativamente a compreensao do controlo emocional dos individuos. Sabe-se que,
variacoes genéticas em genes associados a este sistema podem levar a alteragdes
do seu funcionamento e, consequentemente, provocar desequilibrios na
homeostasia corporal e influenciar o estado geral de bem-estar de um individuo.

Assim, o principal objetivo deste estudo foi estabelecer uma possivel
associacdo entre polimorfismos em genes que codificam elementos chave do
sistema endocanabindéide e o bem-estar e a afetividade dos individuos. A
avaliacao do bem-estar geral e da afetividade dos 164 participantes foi realizada
através da aplicacdo de dois questionarios especificos, tais como a Escala de
Medida de Manifestacdo de Bem-Estar Psicologico (EMMBEP) e a escala Positive
and Negative Affect Schedule (PANAS). O ADN genomico de cada individuo foi
obtido através de uma amostra de saliva e o estudo dos polimorfismos CNRI
rs1049353 e FAAH rs324420 foi realizado pela metodologia de discriminacao
alélica através da técnica de PCR em Tempo Real.

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram afirmar que nao foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as frequéncias
genotipicas e as diferentes categorias de ambos os questionarios, para os dois
polimorfismos estudados. Posteriormente, como base na divisdo da populacao
em quartis, foi possivel constatar que ndao existem diferencas estatisticamente
significativas entre a frequéncia dos gendtipos e as diferentes categorias, a
excecdo da categoria dos afetos positivos no questionario PANAS para o
polimorfismo CNRIT rs1049353 (p=0,023). Além disso, os resultados apontam
para a existéncia de uma possivel associacao entre os individuos com o genotipo
CT do polimorfismo CNRT rs1049353 e os afetos positivos, mantendo populacao

dividida em quartis (p=0,031). Adicionalmente, com a analise ajustada ao género,



constatou-se para os individuos heterozigoticos relativamente aos homozigéticos
uma associacdo estatisticamente significativa entre os afetos positivos no
questionario PANAS e o polimorfismo CNRI rs1049353 (p=0,048), assim como
entre a categoria do controlo de si e dos acontecimentos no questionario EMMBEP
e o polimorfismo FAAH rs324420 (p=0,047), apenas no género feminino. Por
ultimo, para o grupo de participantes com menor expressividade de afetos
positivos, foi possivel observar a existéncia de uma correlacao estatisticamente
significativa entre os individuos pertencentes ao quartil 1 (Q1) relativamente aos
do quartil 2 (Q2), quando comparados os individuos heterozigdticos com os
portadores dos gendtipos homozigéticos do polimorfismo CNRT rs1049353
(p=0,008). De modo a corroborar estes resultados, foi efetuada uma nova analise
ajustada ao género e foi confirmada esta associacdao no grupo de individuos do
sexo feminino com menor expressao de afetos positivos (Q1 vs. Q2, p=0,020).
Dado que este trabalho se focou no estudo de variantes genéticas em
genes associados ao funcionamento do sistema endocanabindide, os resultados
obtidos poderao contribuir para uma melhor compreensao da complexidade do

comportamento humano associado ao bem-estar e a afetividade.

Palavras-chave: Sistema endocanabindide; gene CNRI; gene FAAH,

polimorfismos genéticos; bem-estar; afetividade



Abstract

The endocannabinoid system is a sign system, highly complex which is
related to several functions of our body, whose main purpose is to keep body
homeostasis. Changes in the correct performance of this system may lead to
different behaviors in human beings. Among these changes, the main ones are
connected to stress or depression, which seem to affect the way human beings
show their affection and their well-being. The endocannabinoid system, becomes,
this way, a big asset to understand individual emotional control. One knows that
genetic changes associated to this system, may lead to changes in its function,
and cause unbalances in body homeostasis, and influence general well-being.

So, the main purpose of this study was to establish a possible relation
between polymorphisms in genes that codify key elements from the
endocannabinoid system and the well-being and affection of human beings. The
assessment of the well-being and affection in 164 participants was made through
two specific questionnaires, such as Psychological Well-being Manifestation
Measure Scale (EMMBEP) and Positive and Negative Affect Schedule (PANAS).
Genomics DNA was obtained from a saliva sample and the study of the CNRI
rs1049353 and FAAH rs324420 polymorphisms was performed by allelic
discrimination methodology through real time PCR technique.

The results from this work allow to say that they weren’t found many
differences between genotypic frequencies and the different questionnaires
categories, for both studied polymorphisms. After that, based on population
division in quartis, it was possible to note that there no significant differences
between genotypic frequencies and the different questionnaires categories,
exception made to positive affections in PANAS questionnaire for the CNRI
rs1049353 polymorphism (p=0,023). Besides that, the results lead to the
existence of a possible association between individuals with CT genotype of the
CNR1 rs1049353 polymorphism and positive affections, so population is divided
in quartis (p=0,031). Moreover, with the analysis adjusted to gender, it was
concluded that for heterozygous individuals, as opposed to homozygous
individuals, a significant association between positive affections in PANAS
questionnaire and CNR1T rs1049353 polymorphism (p=0,048), as well as in self-
control and events control, in EMMBEP questionnaire and FAAH rs324420
polymorphism (p=0,047), only in female gender. Finally, for the participants

\



group with less affection showing, it was possible to observe the existence of a
significant relation between individuals belonging to quartile 1 (Q1), as opposed
to quartile 2 (Q2), when compared the heterozygous individuals with
homozygous genotypes of the CNRI rs1049353 polymorphism (p=0,008). To
support these conclusions it was made a new observation adjusted to gender was
motivated and it was confirmed this association in the participants group of the
female gender with less positive affection (Q1 vs. Q2, p=0.020).

As this work was focused in genetic variants in genes related with
endocannabinoid system, the conclusions obtained may contribute to a better
understanding of the complexity of human behavior related to well-being and
affection

Keywords: Endocannabinoid system; CNRI gene; FAAH gene; genetic

polymorphisms; well-being; affection
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Introducao

1. Introducao

1.1. Sistema Endocanabinodide

O sistema endocanabindide é um sistema de sinalizacao do nosso
organismo, altamente complexo e que ainda nao esta totalmente compreendido
pela comunidade cientifica. Sabe-se, porém, que é constituido por recetores de
canabindides, CB1 e CB2, e endocanabindides, a anandamida (AEA) e o 2-
araquidonoidglicerol (2-AG) e por um mecanismo enzimatico necessario a sintese
e degradacao destas moléculas (1, 2).

Sabe-se que o sistema endocanabindide esta envolvido em inumeras
funcdes do nosso organismo, tais como na modulacdo da resposta imune e
inflamatéria (3, 4) e na regulacao da atividade motora (5). Além disso, pode
influenciar a atividade do sistema cardiorrespiratério (6), o processo de memoria
(7) e do stress (8), entre outras funcdes (2). Contudo, o seu principal proposito é
manter a homeostasia corporal, visto que este sistema tem acao direta no

Sistema Nervoso Central (SNC) e indireta em todo 0 nosso organismo (9).

1.1.1. Recetores de canabindides

Atualmente, encontram-se identificados pelo menos dois recetores de
canabindides, o recetor CB1 e o recetor CB2, ambos acoplados as proteinas G
(10, 11). Contudo, pensa-se que haja um terceiro recetor, apesar de ainda nao
estar totalmente descrito (12).

O recetor CB1 ¢ codificado pelo gene CNRI, o qual se encontra localizado
no braco longo (q) do cromossoma 6 na posicao 15 (figura 1) e foi descoberto
inicialmente no cérebro, onde os seus niveis de expressdao sao mais altos (13).
Este recetor é responsavel pela maioria das respostas biolégicas do nosso
organismo, sendo considerado um recetor de dominio transmembranar que esta
presente, maioritariamente, nas membranas das células cerebrais, tais como
neurénios e células da glia e também em outros 6rgaos periféricos (14, 15). Por
sua vez, o recetor CB2, foi descoberto inicialmente nas células do sistema
imunitario contudo, sabe-se que este também possui baixo niveis de expressao

no cérebro (15, 16). Este recetor é o principal responsavel pela resposta anti-



Introducao

inflamatoéria e imunossupressao, uma vez que esta presente nas membranas de

células como linfécitos, macréfagos, monécitos, entre muitas outras (17).
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Figura 1 Localizacdao do gene CNRI1 (Adaptado de (18)).

A estimulacao de ambos os recetores conduz a ativacao de inuUmeras vias
de transducdo de sinal através das proteinas G, tal como descrito na figura 2.
Porém este mecanismo é bastante complexo e ainda nao esta completamente
elucidado (15).
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Figura 2 Representacao esquematica da estimulacdo dos recetores de canabindides e

respetiva sinalizacao intracelular. (Adaptado de (2)).

Quando ocorre uma interacao por parte dos endocanabindides com os
recetores CB1 e CB2, sucede-se a estimulacdo das proteinas G. Apds a sua
estimulacdao, estas proteinas inibem a atividade da adenil ciclase, levando a
conversdao de adenosina trifosfato (ATP) em adenosina 3',5'-monofosfato ciclico
(AMPc). O AMPc liga-se as subunidades reguladoras da proteina quinase A (PKA),
fazendo com que esta liberte subunidades cataliticas. Estas subunidades
fosforilizam os canais de potassio tipo-A (K*), reduzindo assim o seu fluxo de
ides (2, 15).

As proteinas G ativadas pelos recetores podem atuar de forma direta nos

canais de calcio (Ca*") e nos canais retificadores internos de potassio (K*). Isto

2



Introducao

deve-se a acdo da proteina quinase C (PKC), que apds a sua ativacao, fosforiliza o
recetor, inibe os canais Ca?** e ativa os canais K* (2, 15).

A ativacdo destas vias afeta todos os sistemas centrais e periféricos e
conduz a varias atividades biologicas, algumas destas encontram-se descritas na
tabela 1 (19).

Tabela 1 Efeitos biolégicos no SNC e sistemas periféricos apds a ativacao dos recetores

de canabindides por parte dos seus agonistas enddégenos (AEA e 2-AG) (Adaptado de

(19)).

Sistema Nervoso Central

Sistemas Periféricos

Talamo, hipotalamo e hipocampo

Controlo da iniciacdo da dor

Controlo dos ciclos de sono

Controlo da termogénese
Controlo da ingestdao de alimentos
Deterioracao da meméria de trabalho

Inibicdo da transmissao glutamatérgica

Ganglios basais e estriado

Controlo de disturbios psicomotores

Interferéncia da transmissao
dopaminérgica

Inibicdo da transmissao do acido gama-
aminobutirico (GABA)

Potencializacdo da catalepsia mediada
por GABA
Cortex, cerebelo e medula espinal

Bloqueio de recetores de N-metil-D-
aspartato (NMDA)

Controlo de tremor e espasticidade
Retina

Controlo da visdo escotopica

Sistema Cardiovascular

Diminuicao profunda da pressao arterial
(hipotensao) e frequéncia cardiaca
(bradicardia)

Inducao de hipotensao durante choque
hemorragico

Vasodilatacdo

Agregacao de plaquetas
Sistema Imunitario

Estimulacdo do crescimento de células
hematopoiéticas

Inibicao da libertacao do fator inibidor
da leucemia

Inibicdo do recrutamento neutréfilos
Trato digestivo

Inibicio dos movimentos peristalticos
Inibicdo da motilidade intestinal
Figado

Controlo da lipogénese e equilibrio da
energia periférica

1.1.2. Endocanabindides

Os endocanabinoides sdo

neurotransmissores,

derivados do acido

araquidénico, que modulam o impulso nervoso. Devido a sua estrutura quimica
sao muito lipofilicos, ndo necessitando assim, de vesiculas transportadoras como
0S normais neurotransmissores (1).

Atualmente encontram-se descritos dois principais canabindides
endogenos, a AEA, descoberta em 1992 (20) e o 2-AG, descoberto mais tarde, em
1995 (21). Ambos sdo agonistas enddgenos dos recetores de canabindides, CB1 e

CB2, embora com diferentes funcdées no organismo, bem como diferentes

3
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afinidades para estes recetores (2). Outros ligandos endbégenos tém sido
descritos como capazes de interagir com os recetores CB1 e CB2, tais como o
éter de 2-araquidonildopamina (noladina, 2-AGE) (22), o) o-
araquidonoiletanolamina (virodamina) (23) e o N-araquidonoildopamina (NADA)
(24), no entanto os seus papéis ainda nao estdo totalmente definidos (25) . A

estrutura quimica destes endocanabindides encontra-se representada na figura 3.

0 0

» : N7 OH : :' ~o NH.,
H - <

Anandamida Virodamina
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N-araquidonoildopamina |

0
—OH ) o —OH

o~~~ \OH So ‘

NP N OH
2-araquidonoidglicerol

Eter noladina

Figura 3 Estrutura quimica dos ligandos enddégenos dos recetores de canabindides
(Adaptado de (26)).

O correto funcionamento de todo o sistema endocanabinéide depende da
interacdao entre a sintese, a libertacdo e a inativacio dos seus agonistas

endogenos, os endocanabindides (26).

1.1.2.1. Sintese

1.1.2.1.1. Anandamida

Os acidos gordos de cadeia longa, ligados por uma ligacdo amida a
fosfatidiletanolamina (PE), quando sofrem a acdo da enzima fosfolipase D (PLD),
dividem-se em acidos gordos e etanolamidas. Estes ultimos sdao moléculas
sinalizadoras, como é o caso da AEA (26, 27).

O processo de sintese da AEA pode ser dividido em duas etapas distintas

(figura 4). A primeira etapa consiste na catalisacdo da PE, através da acao da
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enzima N-acetiltransferase (NAT), originando o) composto N-
araquidonilfosfatidiletanolamina (N-ArPE) (28, 29). A ativacdao da enzima NAT esta
dependente dos niveis de Ca?** e de AMPc, uma vez que sem a presenca de Ca* a
enzima ndo efetua qualquer acdao e a presenca de AMPc faz com que esta
aumente a sua atividade (30). Deste modo, toda a sintese da AEA esta
dependente dos niveis de Ca?, uma vez que a sua presenca é essencial para a

ativacao da enzima NAT, um dos seus principais percursores (26).

Alkyl
Acyl ‘ 0

—o-P-0__~

NH,

o
Fosfatidiletanolamina
N-acetiltransferase

Alkyl
Acyl (@) 0
0-pP-0_ _~_ M
| "N
O H

N-araquidonilfosfatidiletanolamina
Fosfolipase D

HO e

Anandamida

Figura 4 Mecanismo de sintese da Anandamida (AEA) (Adaptado de (26)).

A segunda etapa reside na acdo da enzima PLD sobre o composto N-ArPE,
formando a AEA e o acido fosfatidico. Apesar da existéncia de N-ArPE no cérebro
as suas reduzidas quantidades, sao insuficientes para a formacdo da AEA, dai ser
necessaria a acao prévia da enzima NAT (28, 29).

Embora a formacdo da AEA esteja muito relacionada com as quantidades
de Ca*, pensa-se que as proteinas G acopladas aos recetores também tenham um
papel ativo neste processo (26). A ativacdo dos recetores de dopamina D,, pelos
seus agonistas, demonstrou que ocorre um aumento até oito vezes mais de AEA

libertada (31). Quando ocorre a ativacao destes recetores existem duas teorias
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possiveis. Uma teoria € que os recetores D, podem, de alguma forma, interagir
com uma subunidade das proteinas G e levar a um estimulo da atividade da
enzima PLD (32). A outra teoria baseia-se no facto de estes recetores serem
capazes de interagir com uma outra subunidade das proteinas G e ativar a
enzima fosfolipase C (PLC). Esta enzima, por sua vez, & responsavel pela
transformacao do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato em inositol-1,4,5-trifosfato, que

pode ativar os mecanismos NAT/PLD, através do fluxo de Ca* (33).

1.1.2.1.2. 2-araquidonoidglicerol

A sintese de 2-AG parece ocorrer através de duas possiveis vias, o que
pode justificar a existéncia de uma maior concentracdao de 2-AG no cérebro do
que de AEA (cerca de 200 vezes mais) (figura 5). Esta diferenca de concentracao
deve-se ao facto de o 2-AG nao exercer apenas a funcao sinalizadora, mas

também, a funcdo de housekeeping (26, 34).

Acyl
Arachidonoyl 0
O -P -0 — Inosital
(‘.),
PLC Fosfatidilnositol PLAI l
Acyl — HO —
Arachidonoyl — Arachidonoyl — o}
—i2 ¢ — 0 —P~- 0 —Inositol
0
DACG Liso-PI
DAGL HO — Liso-PLC \
Arachidonoyl ‘

OH

2-AG

Figura 5 Mecanismos de sintese do 2-arquidonoidglicerol (2-AG) (Adaptado de (26)).

Ambas as possiveis vias de sintese do 2-AG iniciam-se com o composto
fosfatidilinositol (PlI). Numa das vias este é transformado em 1,2-diacilglicerol
(DAG), através da acdao da enzima PLC que posteriormente é convertido em 2-AG,
pela acao da enzima diacilglicerol lipase (DAGL) (34). Outra via alternativa sugere

qgue, o Pl esta sujeito a acdo da enzima fosfolipase A1 (PLAT), dando origem ao
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composto liso-fosfatidilinositol (liso-Pl) que, por sua vez, pode ser hidrolisado

pela acdao da enzima liso-PLC originando o 2-AG (35).

1.1.2.2. Libertacao

Ao contrario dos neurotransmissores que percorrem a fenda sinaptica
aquando da sua acao, os endocanabinoides tendem a permanecer na membrana
fosfolipidica (26).

Existe a hipdétese de que os endocanabindides possam permanecer na
célula onde foram sintetizados e interagirem com os seus recetores, movendo-se
lateralmente na membrana até colidirem com estes (26).

Contudo, estudos ja demonstraram a presenca da AEA na fenda sinaptica,
0 que conduz a hipdtese de que os endocanabindides sao capazes de sair da
célula onde foram sintetizados (36, 37). Wilson et al. comprovaram que o0s
endocanabindides sdo capazes de sair do neurdnio pds-sinaptico e atuar nos seus
recetores, presentes na membrana do neuronio pré-sinaptico adjacente (38-40).

Atualmente sabe-se que os endocanabinodides sao capazes de atravessar a
membrana fosfolipidica através de difusdao facilitada. Para além disso, tém a
capacidade de se ligarem a proteinas lipidicas extracelulares, como as lipocalinas,
de forma a chegarem facilmente aos seus alvos (41). Esta caracteristica esta
presente também na corrente sanguinea, uma vez que a AEA tem a capacidade de

se ligar de forma irreversivel a albumina sérica (42).

1.1.2.3. Inativacdo

A inativacao dos endocanabinodides requer, uma primeira etapa, que
consiste num transporte de volta a célula. Este transporte é realizado, ao
contrario do normal transporte dos restantes neurotransmissores, sem que haja
uma diferenca de gradiente de sédio (Na*). Pensa-se que possa ocorrer com
recurso a proteinas transportadoras de lipidos, por mecanismos de difusao
facilitada e a favor do gradiente de concentracao, isto €, sem que seja necessario
gasto de energia por parte da célula (43).

Uma vez dentro da célula, a AEA e o 2-AG sao hidrolisados pelas enzimas
hidrolase amida de acidos gordos (FAAH) e lipase de monoacilglicerois (MGL),

respetivamente.
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1.1.2.3.1. Enzima hidrélase amida de acidos gordos (FAAH)

Foi descoberto em 1996, que a enzima FAAH era a principal responsavel
pela degradacdao da AEA, hidrolisando-a em acido araquiddénico e etanolamina
(figura 6) (44). Pensa-se que esta enzima também contribui para a hidrélise do 2-

AG, no entanto este facto ainda nao foi totalmente comprovado (45).

1
: Ah;hdamida{
Meio Proteina tranportadora

Extracelular

Membrana Celular

Meio
Intracelular

|
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? (RIURE H,N. - OH

Etanolamina

Figura 6 Mecanismo de inativacao dos endocanabindides. Ambos os endocanabindides
sdo hidrolisados dentro das células pelas suas respetivas enzimas, a AEA pela FAAH e o 2-
AG pela MGL (nao representada na figura) (Adaptado de (26)).

Esta enzima é codificada pelo gene FAAH, o qual esta localizado no braco
curto (p) do cromossoma 1 na posicdo 33 (figura 7) (46). E considerada uma
enzima intracelular e tem a capacidade de hidrolisar, ndo s6 a AEA, mas também
outras amidas bioativas (47). E ainda responsavel por controlar as concentracdes
cerebrais destes compostos, tendo uma localizacdo estratégica no cérebro (26).
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Figura 7 Localizacdo do gene FAAH (Adaptado de (48)).
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Esta enzima esta presente em maior prevaléncia no cérebro e no figado,
apesar de se ter verificado a sua presenca noutros tecidos, tais como, baco,
pulmades, rins e testiculos (44).

No cérebro, mais precisamente no hipocampo, no cortex e no cerebelo
esta enzima localiza-se o mais perto possivel das membranas dos terminais
nervosos pos-sinapticos, onde estdo presentes os recetores CBl1. A sua
localizacao indica que a FAAH tem uma participacao ativa na inativacao da AEA e

que esta inativacao ocorre nos neuronios pos-sinapticos (49).

1.1.2.3.2. Enzima lipase de monoacilglicerois (MGL)

A semelhanca dos mecanismos de sintese, existe também mais do que um
mecanismo de inativacdo do 2-AG, sendo o principal feito pela acao da enzima
MGL (26). Em 1997, verificou-se que a MGL era a enzima responsavel pela
hidrolise de monoglicerideos, como é o caso do 2-AG, transformando-os em
glicerol e um acido gordo (50).

Tal como acontece com a enzima FAAH, esta encontra-se distribuida
essencialmente pelo SNC, no entanto ndo esta localizada nos neurdénios pos-

sinapticos, mas sim nos terminais pré-sinapticos (26).

1.1.3. Vias de sinalizacao do sistema endocanabinodide

O sistema endocanabindide parece ser responsavel por varios mecanismos
de sinalizacdo celular, tais como:

a. Atuar como modeladores da transmissao neuronal, operando no SNC como
neurotransmissores em sentido retrégrado, reduzindo a libertacao de
neurotransmissores, como o glutamato e o GABA (51, 52);

b. Autoinibir a atividade neuronal através da sinalizacao autécrina (53);

c. Atuar de forma paracrina ou autécrina tanto em células neuronais, como
em células da glia (54) e em células ndo neuronais, como é o caso dos
adipécitos e hepatocitos (2);

d. Interagir com sinalizadores intracelulares, uma vez que ja foi verificado a
existéncia de recetores de canabindides no interior das células (2).

Deste modo, os endocanabindides parecem atuar nas mais diversas formas
de sinalizacdao, o que torna o sistema endocanabindide indispensavel para o

correto e normal funcionamento do nosso organismo.
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1.2. Endocanabindides, bem-estar geral e afetividade

Varios estudos tém vindo a demonstrar que alteracdes do funcionamento
do sistema endocanabindéide podem levar a diferentes manifestacoes
comportamentais entre os individuos. Entre estas variacbes de comportamento
pode destacar-se os quadros de stress ou depressdao, que parecem influenciar
diretamente os afetos positivos e negativos dos individuos, bem como o seu bem-
estar geral (8, 55, 56).

Somente, apo6s a Il Guerra Mundial a Psicologia comecou a compreender o
comportamento humano, baseando-se em conceitos como o otimismo, a
felicidade e o bem-estar e ndo sO6 baseado na Patologia (57). Apesar desta
mudanca de ideologia, continuou-se a defender que a auséncia de doenca por si
s0, nao significava a presenca de um estado de felicidade ou bem-estar (58).

De forma a reforcar esta ideia, muitos autores tém vindo a aprofundar a
investigacdo neste sentido, de forma a alertar esta area do conhecimento para
questdes como as experiéncias positivas (emocdes positivas, felicidade, bem-
estar, esperanca e alegria), as caracteristicas positivas individuais (caracter, forcas
e virtudes) e as instituicoes positivas (organizacdes baseadas no sucesso e
potencial humano) (59).

Tem vindo a ser reconhecido que a saude mental ndo se trata apenas de
reacdes negativas, como a depressao e ansiedade, mas também de um conjunto
de afetos e de determinantes que fazem parte do nosso dia-a-dia e nos conduzem
a um positivismo e, por conseguinte, a um bem-estar geral (60, 61).

Especificamente, a definicdo caracteristica do afeto tem sofrido muitas
alteracdes ao longo dos tempos, uma vez que é alvo de muita investigacdo e de
uma diversidade de opinides (61). Contudo, a sua definicio exata pode basear-se
em trés dominios, tais como: o afeto estado, que corresponde ao bem-estar e as
emocoOes positivas e negativas; o humor, ligado a ansiedade e a depressdo e o
afeto traco, diretamente relacionado com a personalidade (61).

O bem-estar é uma area muito abrangente, contudo e apesar das
controvérsias acerca desta expressao fenotipica, existem duas principais
correntes de pensamento, baseadas nas perspetivas hedonica e eudaimonica (62-
64).

A perspetiva hedénica defende que o bem-estar consiste na avaliacao
subjetiva da felicidade e diz respeito as experiéncias de prazer e sofrimento. O

bem-estar segundo esta perspetiva denomina-se de bem-estar subjetivo (BES) e
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baseia-se no principio da acumulacdo do prazer, evitando a dor (65). E também
nesta perspetiva que se encaixa o afeto estado como componente emocional do
bem-estar. Investigadores defendem que o afeto faz parte das medidas de bem-
estar e que é considerado dimensdo emocional deste, juntamente com a
dimensdo cognitiva e a satisfacdo com a vida (61, 65).

No seguimento da perspetiva anterior, a perspetiva eudaimoénica
caracteriza-se pelo seu foco no funcionamento psicolégico positivo e na procura
do desenvolvimento de valores como a autorrealizacao, o crescimento pessoal e a
evolucao humana (63). O bem-estar, segundo esta perspetiva, denomina-se de
bem-estar psicologico (BEP) e consiste na analise dos nossos recursos
psicolégicos, tais como, processos cognitivos, afetivos e emocionais. Do seu
agrupamento resultam seis dimensdes principais: aceitacao de si, relacoes
positivas com os outros, dominio do meio, crescimento pessoal, objetivos de vida
e autonomia, que sao consideradas componentes do bem-estar e ndao um
contributo para este (63, 66).

Assim, o BES identifica a satisfacdo e a felicidade da pessoa com base nas
areas da sua vida, ao passo que o BEP faz esta identificacio com base nos seus
recursos psicolégicos, mencionados anteriormente (66).

O bem-estar é considerado uma caracteristica emocional que pode ser
facilmente influenciado tanto por fatores internos, como por fatores externos,
tais como, o consumo de substancias licitas e ilicitas (67), baixa autoestima,
insatisfacdo corporal (68), stress e problemas de ansiedade (69).

Deste modo, existe um instrumento de avaliacao tanto para o BEP como
para o afeto, de forma a avaliar, respetivamente, o bem-estar geral e o afeto
positivo e negativo. Para medir o bem-estar é usual usar-se a Escala de Medida de
Manifestacao de Bem-Estar Psicologico (EMMBEP) (70). Por outro lado, para medir
o afeto positivo e negativo é comum recorrer-se a escala Positive and Negative
Affect Schedule (PANAS) (71).

Apesar da existéncia destes instrumentos de avaliacdo, por vezes, torna-se
dificil prever o resultado exato de um determinado estudo sobre as
caracteristicas fenotipicas dos individuos. Esta variabilidade na expressao destas
caracteristicas podera dever-se a combinacdo entre a componente genética e os
fatores ambientais a que cada individuo se encontra sujeito. Especificamente,
sabe-se que variacdes genéticas em genes associados ao sistema

endocanabindide, como nos genes CNR1 e FAAH, podem levar a alteracdes na sua
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expressao e, consequentemente, provocar um desequilibrio deste sistema e

influenciar o estado geral de bem-estar de um individuo (72).

1.3. Variabilidade genética individual: polimorfismos genéticos

A variabilidade genética individual ocorre devido a alteracdes ao nivel da
sequéncia do acido desoxirribonucleico (ADN). Estas alteracdes sao identificadas
e estudadas atravées de marcadores genéticos, mais conhecidas por
polimorfismos de ADN. Os dois principais tipos de polimorfismos sao
denominados por Short Tandem Repeats (STR) ou polimorfismos de comprimento
e Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) ou polimorfismos de posicao (figura 8)
(73).

SNP STR SNP

G|C|ACTAGCTTAGTT|GATAGCATAGCATAGATA|CACTCAGG|A IGCCCTTCGG
G[TIACTACGTTACGTT |GATAGATAGATA ====|CACTCACG|G|CCCCTTCGC

Figura 8 Exemplos dos tipos de marcadores genéticos, Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) e Short Tandem Repeats (STR) (Adaptado de (73)).

Os STR sdo partes repetidas do nosso genoma (entre 2 a 6pb (pares de
bases)), com elevada taxa de mutacdo e, portanto, ideais para estudos de grau de
parentesco, migracao e origem humana (74).

Os SNPs, tal como o proprio nome indica, sao polimorfismos onde ocorre a
troca de um unico nucleotido em determinado local da cadeia de ADN e pensa-se
que esta alteracao ocorra uma vez a cada 100-300pb (73). Esta troca provoca
uma alteracao da sequéncia nucleotidica em individuos normais de uma
populacao, onde o alelo de menor frequéncia esta presente em pelo menos 1%
dessa populacao (75). Estes tém um elevado interesse forense, pois por serem de
reduzida dimensao, permitem a analise de amostras mais degradadas (73) e sao
também os polimorfismos mais comuns, representam cerca de 90% das variacoes
genéticas conhecidas. De realcar que estas alteracbes podem ocorrer em
qualquer parte do genoma, e por este motivo podem ou nao afetar a proteina
sintetizada, dependendo da sua localizacao (76).

Deste modo, se o SNP esta localizado num exao, pode ocorrer uma
mutacao nao silenciosa, o que conduz a uma mudanca de aminoacido e

consequentemente afeta a proteina resultante ou uma mutacdo silenciosa onde
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nao ha alteracdao desta proteina. Por outro lado, se o SNP esta localizado num
intrdo, pode estar em regides codificantes de microARNs e afetar a expressao
génica, ou pode estar em zonas de splicing e alterar a sequéncia proteica e,
ainda, pode estar na regido promotora e provocar uma diminuicdo ou aumento da
expressao de determinado gene (76).

Com os avancos na descodificacao do genoma humano, tem sido cada vez
mais possivel a identificacio de inumeros polimorfismos genéticos e,
consequentemente, a construcao de perfis genéticos associados a diferentes
caracteristicas fenotipicas individuais.

Desta forma, o estudo de variacbes genéticas em genes envolvidos no
sistema endocanabindide, nomeadamente nos genes CNRI e FAAH, que estao
frequentemente associados as alteracoes de afetos e bem-estar podem contribuir
para uma possivel caracterizacao destes tracos de personalidade, com base na
definicdo de perfis genéticos de suscetibilidade. Assim sendo, neste estudo
tentou-se direcionar a pesquisa para a selecio de dois polimorfismos, o
polimorfismo rs1049353 no gene CNRI e o polimorfismo rs324420 no gene
FAAH que parecem influenciar a expressdo destas caracteristicas.

O polimorfismo rs1049353 no gene CNRI consiste na substituicio do
nucleétido Citosina (C) por uma Timina (T) na posicao nucleotidica 1359, que
resulta numa troca silenciosa no codao 453 (Treonina (Thr)), denominando-se por
CNR1 CI1359T (Thr453Thr; rs1049353) (77). Na populacdo europeia, o alelo T
apresenta uma percentagem de 26%, ja na populacdo africana, este mesmo alelo
tem uma frequéncia de apenas 3% (78). Evidéncias apontam para que o alelo
predominante deste polimorfismo esteja relacionado com a resisténcia ao
tratamento antidepressivo e, consequentemente, a niveis de bem-estar mais
baixos (79).

O polimorfismo rs324420 no gene FAAH consiste na substituicio do
nucleétido Citosina (C) por uma Adenina (A) na posicdo nucleotidica 385,
traduzindo-se numa troca de aminoacidos de uma Prolina (Pro) por uma Thr no
codao 129, denominando-se por FAAH C385A (Pro129Thr; rs324420) (80). Na
populacao da peninsula ibérica e africana, o alelo A apresenta uma percentagem
de 16% e de 37%, respetivamente (81). Existe um estudo que demonstra que
individuos portadores do alelo de baixa frequéncia apresentam uma baixa
reatividade ao stress e habituam-se mais rapidamente a situacdes imprevisiveis, o

que origina uma melhoria no bem-estar geral (72).
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Tabela 2 Frequéncias alélicas do polimorfismo rs1049353 no gene CNRI e do

polimorfismo rs324420 no gene FAAH a nivel mundial e em diferentes continentes.

CNR1 FAAH
rs1049353 rs324420

Distribuicdo geografica C T* C A*

Mundial 0.87 0.13 0.74 0.26
Africa 0.97 0.03 0.63 0.37
Ameérica 0.85 0.15 0.65 0.35
Este da Asia 0.92 0.08 0.82 0.18
Sul da Asia 0.83 0.17 0.80 0.20
Europa 0.74 0.26 0.79 0.21
e Peninsula Ibérica 0.74 0.26 0.84 0.16

* Alelo de menor frequéncia.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar o bem-estar geral e a afetividade numa populacao universitaria,
nomeadamente pelo efeito do patrimoénio genético associado ao sistema
endocanabindide.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar o perfil de bem-estar e afetividade dos participantes, com base nas
respostas aos diferentes itens dos questionarios EMMBEP e PANAS.

e Estudar os polimorfismos CNR1 rs1049353 e FAAH rs324420 a partir de
amostras de saliva (zaragatoa bucal) dos individuos.

e Estabelecer uma possivel associacdo entre o patrimonio genético e os

resultados obtidos para o bem-estar geral e a afetividade.
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3. Materiais e métodos

Para a realizacao deste trabalho experimental, foram recrutados ao acaso
estudantes universitarios da Universidade do Porto. Os individuos participantes
neste estudo responderam a um inquérito anénimo, de modo a ser possivel obter
informacao sobre o seu bem-estar geral e afetos, bem como algumas
caracteristicas sociodemograficas (sexo e idade). Além disso, cederam uma
amostra bioldgica, através do método de zaragatoa bucal (saliva), apdés o seu
conhecimento e consentimento prévios, que foi utilizada para a analise da sua
caracterizacdo genética relativamente as variacdes genéticas em estudo. Neste
estudo, participaram cerca de cento e sessenta e quatro (164) individuos, dos
quais cento e vinte e seis (126) sao mulheres e trinta e oito (38) sao homens, com
uma idade média de 23,81 anos, desvio padrao de 5,084 e mediana de 22 anos.
As caracteristicas dos individuos incluidos neste estudo encontram-se

apresentadas na tabela 3.

Tabela 3 Caracteristicas da populacao em estudo.

Caracteristicas Frequéncia Percentagem (%)

Idade*

Média + desvio padrao 23,81 + 5,084

Mediana 22
Sexo
Feminino 126 76,8
Masculino 38 23,2
Total 164 100,0

*1 Individuo nao colocou a idade no questiondrio, pelo que apenas se encontram

representados 163 individuos.

3.1. Analise dos questionarios

A cada participante foi atribuido dois questionarios, com a finalidade de

avaliar o seu bem-estar geral e a sua componente afetiva.
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O questionario EMMBEP (Tabela 5) consiste num conjunto de itens para
avaliar o bem-estar geral, no qual a escala de avaliacao das respostas varia do 1
(Nunca) a 5 (Quase sempre). Este questionario pode ser dividido em seis
categorias, felicidade (itens 5, 12, 20, 21, 22, 23, 24 e 25), autoestima (itens 1, 2,
3 e 4), equilibrio (itens 6, 7 e 8), envolvimento social (itens 9, 10 e 11),
sociabilidade (itens 13, 14, 15 e 16) e controlo de si e dos acontecimentos (itens
17, 18 e 19). Pode ser considerada ainda uma sétima categoria, o bem-estar
geral, que consiste na soma das respostas de todos os itens. Por sua vez, o
questionario PANAS (Tabela 4) é constituido por 20 itens que descrevem
diferentes sentimentos/afetos e no qual a escala de avaliacao das respostas pode
variar de 1 (Nada ou muito ligeiramente) até ao 5 (Extremamente). Os itens deste
guestionario podem ser agrupados em duas categorias, tais como, os afetos
positivos, que incluem 10 itens (interessado, excitado, agradavelmente
surpreendido, caloroso, entusiasmado, orgulhoso, encantado, inspirado,
determinado e ativo) e os afetos negativos, abrangendo os outros 10 itens
(perturbado, atormentado, culpado, assustado, repulsa, irritado, remorsos,
nervoso, trémulo e amedrontado).

Em ambos os questiondrios, as respostas aos diferentes itens de cada
categoria sao somadas, de forma a obter um valor minimo e maximo para essa
categoria. Desta forma, no questionario EMMBEP a felicidade pode obter no
minimo 8 e no maximo 40, a autoestima e a sociabilidade 4 e 20, o equilibrio, o
envolvimento social e o controlo de si e dos acontecimentos 3 e 15 e o bem-estar
geral pode obter um valor minimo de 25 e maximo de 125. No questionario
PANAS, ambas as categorias, afetos positivos e afetos negativos, podem obter no

minimo 10 e no maximo 50.

Tabela 4 Escala Positive and Negative Affect Schedule (PANAS)

1 Nada ou muito ligeiramente 2 Um pouco 3 Moderadamente
4 Bastante 5 Extremamente
_ Interessado _ Orgulhoso
_ Perturbado _ lrritado
_  Excitado _  Encantado
_ Atormentado _ Remorsos
_ Agradavelmente surpreendido _ Inspirado
_  Culpado _ Nervoso
_ Assustado _ Determinado
_ Caloroso _ Trémulo
_ Repulsa _ Ativo
_ Entusiasmo _ Amedrontado
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Tabela 5 Escala de Medida de Manifestacdo de Bem-Estar Psicolégico (EMMBEP).

Materiais e métodos

N Rara Algumas | Frequente Quase
unca
mente vezes mente sempre
1 Senti-me confiante. 1 2 3 5
2 Senti que os outros gostavam 1 > 3 5
de mim e me apreciavam.
3 Senti-me satisfeito com o que
fui capaz de alcancar, senti-me 1 2 3 4 5
orgulhoso de mim proéprio.
4 Senti-me util. 1 2 3 5
5 Senti-me emocionalmente
- 1 2 3 5
equilibrado.
6 Fui igual a mim préprio, natural
) . 1 2 3 4 5
em todas as circunstancias.
7 Vivi a um ritmo normal, ndo
; 1 2 3 4 5
tendo cometido excessos.
8 A minha vida foi bem
equilibrada entre as minhas
. L . 1 2 3 4 5
atividades familiares, pessoais e
académicas.
9 Tive objetivos e ambicdes. 1 2 3 5
10 Tive curiosidade e interesse
) i 1 2 3 5
em todo o tipo de coisas.
11 Envolvi-me em varios projetos. 1 2 3 5
12 Senti-me bem a divertir-me, a
fazer desporto e a participar em 1 2 3 4 5
todas as minhas atividades e
passatempos preferidos.
13 Ri-me com facilidade. 1 2 3 4 5
14 Tive um grande sentido de
humor, tendo feito os meus 1 2 3 4 5
amigos rir facilmente.
15 Fui capaz de estar
concentrado e ouvir os meus 1 2 3 4 5
amigos.
16 Relacionei-me facilmente com
N 1 2 3 4 5
as pessoas a minha volta.
17 Estive capaz de enfrentar
situacoes dificeis de uma forma 1 2 3 4 5
positiva.
18 Perante situacdes complexas,
fui capaz de as resolver com 1 2 3 4 5
clareza.
19 Fui capaz de encontrar
resposta para os meus problemas 1 2 3 4 5
sem preocupacoes.
20 Estive bastante calmo. 1 2 3 5
21 Tive a impressao de realmente 1 > 3 5
gostar e viver a vida ao maximo.
2215e_nt|-me bem, em paz comigo 1 2 3 4 5
préprio.
23 Achei a vida excitante e quis
: 1 2 3 5
aproveitar cada momento dela.
24 A minha moral esteve boa. 1 2 3 5
25 Senti-me saudavel e em boa 1 5 3 5

forma.

18




Materiais e métodos

3.2. Procedimentos Laboratoriais

3.2.1. Extracao de ADN

A extracdo de ADN gendmico da amostra de saliva foi feita com recurso ao
Kit comercial da Grisp Research Solutions® (GRS® Genomic DNA BroadRange), de
acordo com as instrucdes do fabricante.

Inicialmente, colocou-se num eppendorf 500 uL de Buffer BR1, 20 pL de
Proteinase K e a zaragatoa e incubou-se as amostras a 60°C durante 10 minutos.
De seguida, procedeu-se a remocdo da zaragatoa, adicionou-se 500 uL de Buffer
BR2, vortexou-se e incubou-se as amostras novamente a 60°C durante 10
minutos. Posteriormente, adicionou-se 500 pL de etanol a 100% e vortexou-se
durante 10 segundos. De seguida, transferiu-se todo o conteiudo de cada amostra
para uma coluna, centrifugou-se a 15000 g durante 1 minuto e trocou-se o
reservatorio. Seguidamente, adicionou-se 400 yL de Wash Buffer 1, centrifugou-
se a 15000 g durante 1 minuto e trocou-se o reservatorio. Adicionou-se 600 pL
de Wash Buffer 2, centrifugou-se a 15000 g durante 4 minutos e trocou-se o
reservatorio. Transferiu-se a coluna para um eppendorf e adicionou-se 100 pL de
Elution Buffer, previamente aquecido a 60°C, incubou-se as amostras a
temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos e centrifugou-se durante 1 minuto.

Por Gltimo, armazenou-se as amostras extraidas a -20°C.

3.2.2. Genotipagem do polimorfismo rs1049353 no gene CNRI1 e do
polimorfismo rs324420 no gene FAAH

A caracterizacao dos polimorfismos na populacdo estudada foi realizada
por discriminacdo alélica, através da tecnologia TagMan® (Applied Biosystems),
utilizando a técnica de RT-PCR (Real-Time Polymerase Chain Reaction). O assay
utilizado para o polimorfismo rs1049353 no gene CNR1 foi 0 C__1652590_10 em
que as sondas marcadas com fluorocromos eram especificas para cada alelo: VIC
- alelo C, FAM - alelo T
(ACATGGTTACCTTGGCAATCTTGACIC/TIGTGCTCTTGATGCAGCTTTCTGCGG). Para
o polimorfismo rs324420 no gene FAAH foi usado o assay C__1897306_10 em
que as sondas marcadas com fluorocromos eram especificas para cada alelo: VIC
- alelo A, FAM - alelo C
(CTGTGAGACTCAGCTGTCTCAGGCCI[A/C]CAAGGCAGGGCCTGCTCTATGGCGT).
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A reacdao de amplificacdao, que perfez um volume de reacdo final de 6
plL/caso, continha 2,5 yL de 2x Tagman Universal Master Mix, 0,125 pL de 40x
Single Nucleotide Polymorphism Genotyping Assay, 2,375 uL de agua dibestilada
estéril (Braun®) e 1 pL de ADN (~20ng). As condicdes de amplificacao basearam-
se na ativacao da Taqg ADN Polimerase a 95°C durante 10 minutos, seguindo-se
45 ciclos de 92°C por 15 segundos para desnaturacdao e de 60°C durante 1
minuto para emparelhamento dos primers e extensdao. A amplificacdo foi
destetada e analisada com recurso ao aparelho Real-Time 7300 ABI e através do

software 7300 System Sequence Detection (versao 1.2.3. Applied Biosystems).

3.3. Analise Estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do
programa estatistico Statistical Package for Social Sciences (SPSS) (versdao 24.0,
SPSS Inc., 2015) e Epi Info (versao 7). O equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado
através da analise do teste Qui-Quadrado (y?) de forma a comparar as frequéncias
genotipicas esperadas com as observadas. A analise pelo teste y? foi também
utilizada para comparacao de diferentes variaveis continuas. O teste t-Student foi
aplicado para avaliar a existéncia de diferencas estatisticas entre os indices das
diferentes categorias dos questionarios e os genétipos dos polimorfismos
estudados. O valor de p foi considerado estatisticamente significativo quando

inferior a 0,05.
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4. Resultados

4.1. Avaliacao do perfil de bem-estar geral e afetividade pela
aplicacao dos questionarios EMMBEP e PANAS

Com base na analise das respostas obtidas nos questionarios, é possivel
verificar que a excecao da categoria controlo de si e dos acontecimentos todas as
restantes ndao contém uma representacao total da amostra. Esta perda de
participantes deve-se ao facto de haver questionarios com itens nao respondidos
ou respondidos de forma incorreta. A tabela 4 mostra as médias, os respetivos
erros padrao bem como os minimos e maximos das pontuacdes obtidas para
cada categoria dos questionarios.

No questionario EMMBEP, é possivel observar que para a categoria
felicidade apenas 154 individuos responderam corretamente a todos os itens,
sendo que a pontuacdo minima foi de 14, a maxima de 40 e a média dos
questionarios de 29,97. Relativamente a autoestima conta com 162 questionarios
validos, tendo sido obtido um minimo de 4, maximo 20 e uma média de 15,53.
No que respeita a categoria do equilibrio, 161 individuos responderam
corretamente aos questionarios, verificando-se um minimo de 7, maximo 15 e
uma média de 11,71. Em relagcdo ao envolvimento social foram considerados 160
questionarios, tendo sido observado um minimo de 5, maximo de 15 e uma
média da pontuacdo de 11,73. Na categoria sociabilidade foram incluidos 163
questionarios, dos quais resultou um minimo de 10, maximo de 20 e uma média
de 16,45. A categoria do controlo de si e dos acontecimentos nao obteve perda
de questionarios, tendo sido incluidos os 164 questionarios respondidos pelos
participantes e resultou num minimo de 5, maximo de 15 e numa média da
pontuacado atribuida a cada item de 11,06. Por ultimo, a categoria do bem-estar
geral engloba um numero menor de questionarios incluidos, cerca de 146, do
que as restantes categorias, dado que resulta da soma dos valores obtidos para
todas as categorias analisadas. Deste modo, obteve-se uma pontuacao minima de
67, maxima de 121 e uma média da pontuacado de 96,59.

No questionario PANAS, os afetos positivos contam com um total de 162
questionarios, sendo que o minimo obtido foi de 18, o maximo de 49 e a média

32,84. Relativamente aos afetos negativos, 163 individuos responderam

21



Resultados

corretamente aos questionarios, obtendo-se um minimo de 10, maximo de 35 e

uma média da pontuacao de 17,87.

Tabela 6 Valores obtidos relativamente a média, minimo e maximo para cada categoria

dos questionarios.

Caracteristicas

N x = SEM Min Max
Felicidade 154 29,97 £ 0,437 14 40
Autoestima 162 15,53 £ 0,186 4 20
Equilibrio 161 11,71 £ 0,159 7 15
E Envolvimento social 160 11,73 £ 0,143 5 15
S Sociabilidade 163 16,45 + 0,184 10 20
. Controlo de si e dos
_ 164 11,06 = 0,154 5 15
acontecimentos
Bem-estar geral 146 96,59 + 0,995 67 121
2 Afetos positivos 162 32,84 + 0,447 18 49
% Afetos negativos 163 17,87 + 0,463 10 35

N - tamanho da amostra; x - média; SEM - Standard Error of the Mean; Min - minimo;

Max - maximo.

4.2. Distribuicao das frequéncias genotipicas e alélicas dos
polimorfismos CNR1 rs1049353 e FAAH rs324420

A analise do equilibrio de Hardy-Weinberg na populacdo em estudo, de
acordo com os genétipos, permitiu observar que nao existe diferencas entre as
frequéncias genotipicas observadas e as esperadas para os polimorfismos CNRI
rs1049353 (p=0,851) e FAAH rs324420 (p=0,714).

Quanto ao polimorfismo CNRT rs1049353 nos 164 individuos estudados,
59,7% sao portadores do gendétipo CC, 34,8% do gendtipo CT e 5,5% do gendtipo
TT (tabela 5). Relativamente as frequéncias alélicas, para o alelo C foi de 77,1% e
para o alelo T 22,9%. Em relacdo a distribuicao dos gendétipos do polimorfismo
FAAH rs324420, dos 164 individuos incluidos no estudo, 67,7% apresentam o
genotipo CC, 28,6% o gendtipo CA e 3,7% o genotipo AA (tabela 7). Relativamente

as frequéncias alélicas, para o alelo C obteve-se 82% e para o alelo A 18%.
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Tabela 7 Frequéncias genotipicas dos polimorfismos CNR]T rs1049353 e FAAH rs324420

na populacdao em estudo.

CNR1 rs1049353

Genotipo CC CT TT
Frequéncia (%) 98 (59,7) 57 (34,8) 9 (5,5)
FAAH rs324420
Genodtipo CC CA AA
Frequéncia (%) 111 (67,7) 47 (28,6) 6 (3,7)

Analisando os genoétipos dos polimorfismos em funcao do género dos
participantes, é possivel concluir que ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os diferentes genétipos dos polimorfismos
CNR1 rs1049353 (p=0,783) e FAAH rs324420 (p=0,375) (tabela 6).

Tabela 8 Frequéncias genotipicas dos polimorfismos CNR1rs1049353 e FAAH rs324420

em funcao do género.

CNR1 rs1049353

Genotipo CC CcT TT p
Feminino 77 42 7

0,783
Masculino 21 15

FAAH rs324420

Genotipo CC CA AA p
Feminino 85 35

0,375
Masculino 26 12

p - valor de p obtido pelo teste de y2.

4.3. Distribuicao das frequéncias genotipicas dos polimorfismos
CNR1 rs1049353 e FAAH rs324420 de acordo com a média
do indice correspondente as diferentes categorias dos

questionarios

A distribuicdo das frequéncias genotipicas para o polimorfismo CNRI
rs1049353 em funcao das diferentes categorias dos questionarios encontram-se
apresentadas na tabela 9. Com base nos resultados obtidos é possivel afirmar

qgue nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as
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frequéncias dos genoétipos da populacio em estudo e a média do indice das
diferentes categorias de ambos os questionarios, nomeadamente para a
felicidade (p=0,964), a autoestima (p=0,731), o equilibrio (p=0,728), o
envolvimento social (p=0,347), a sociabilidade (p=0,984), o controlo de si e dos
acontecimentos (p=0,429), o bem-estar geral (p=0,651), os afetos positivos

(p=0,223) e os afetos negativos (p=0, 840).

Tabela 9 Frequéncias dos genétipos do polimorfismo CNRT rs1049353 na populacdo em
estudo de acordo com a média do indice correspondente as diferentes categorias dos

questionarios.

CNR1 rs1049353

CC CT TT
N p
N x N x N x

Felicidade 93 29,9 52 29,9 9 30,4 154 0,964

Autoestima 97 154 56 15,7 9 15,3 162 0,731

Equilibrio 9% 11,7 56 11,6 9 12,2 161 0,728
E Envolvimento social 97 11,7 54 11,8 9 10,9 160 0,347
§ Sociabilidade 97 16,5 57 16,4 9 16,4 163 0,984
L .

Controlo de si e dos

. 98 11,0 57 11,1 9 11,9 164 0,429

acontecimentos

Bem-estar geral 90 95,9 47 97,9 9 97,2 146 0,651
Q Afetos positivos 97 33,2 56 32,7 9 29,8 162 0,223
Z
E Afetos negativos 97 18,1 57 17,6 9 17,1 163 0,840

X - média; p - valor de p obtido pelo teste t-Student.

Em relacao a distribuicido das frequéncias genotipicas do polimorfismo
rs324420 no gene FAAH de acordo com as categorias dos questionarios, €
possivel afirmar que ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas designadamente para a felicidade (p=0,183), a autoestima
(p=0,731), o equilibrio (p=0,122), o envolvimento social (p=0,424), a
sociabilidade (p=0,972), o controlo de si e dos acontecimentos (p=0,750), o bem-
estar geral (p=0,672), os afetos positivos (p=0,910) e os afetos negativos (p=0,
602) (tabela 10).
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Tabela 10 Frequéncias dos genotipos do polimorfismo FAAH rs324420 na populacdo em

estudo de acordo com a média do indice correspondente as categorias dos questionarios.

FAAH rs324420

CC CA AA
N p
N x N x N x

Felicidade 104 29,6 46 31,1 4 27,3 154 0,183

Autoestima 110 15,5 46 15,7 6 15,0 162 0,731

Equilibrio 109 11,7 46 12,0 6 10,2 161 0,122
E Envolvimento social 109 11,7 45 11,6 6 12,7 160 0,424
§ Sociabilidade 111 16,4 46 16,5 6 16,7 163 0,972
Ll .

Controlo de si e dos

) 111 11,1 47 10,9 6 10,7 164 0,750

acontecimentos

Bem-estar geral 100 96,3 42 976 4 98,5 146 0,672
2 Afetos positivos 109 32,8 47 32,8 6 37,8 162 0,910
pd
E Afetos negativos 110 18,1 47 17,1 6 12,2 163 0,602

X - média; p - valor de p obtido pelo teste t-Student.

De seguida, foi efetuada uma nova analise tendo em conta o género e a
mediana das idades da populacao (individuos acima dos 22 anos de idade) e
também ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas entre a
distribuicao dos genétipos para ambos os polimorfismos e a média do indice das
diferentes caracteristicas analisadas nos questionarios.

Numa analise posterior, a analise da distribuicao genotipica para os
polimorfismos CNRIT rs1049353 e FAAH rs324420 foi realizada com base na
divisdo da populacdo em quartis (Q1, Q2, Q3 e Q4), sendo que cada quartil
corresponde a 25% da valoracao de cada categoria dos questionarios (tabela 11).
Tendo em conta os resultados obtidos para ambos os polimorfismos foi possivel
constatar que nao existem diferencas estatisticamente significativas entre a
frequéncia dos genotipos e as diferentes categorias, a excecdao da categoria dos
afetos positivos no questionario PANAS para o polimorfismo CNRT rs1049353
(p=0,023).

Adicionalmente, tentou-se estabelecer uma associacdo entre os individuos
heterozigdticos versus homozigoéticos para ambos os polimorfismos e as

diferentes categorias. Contudo apenas se observou que existe uma associacao
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estatisticamente significativa entre os portadores dos genoétipos heterozigoticos

do polimorfismo CNR1 rs1049353 e os afetos positivos (p=0,031).

Tabela 11 Distribuicdo das frequéncias genotipicas dos polimorfismos CNRT rs1049353
e FAAH rs324420 nas diferentes categorias dos questionarios, de acordo com a divisao

da populacdo em quartis.

CNR1 rs1049353

Genaétipo Ql Q2 Q3 Q4 p
CC 22 27 20 24
CT 12 14 15 11 0,627
Felicidade -g 3 ! ] 4
vs. 12 14 15 11 0,665
CC+TT 25 28 21 28
CC 29 20 22 26
CT 12 10 15 19 0,661
Autoestima -g 2 3 3 ]
vs. 12 10 15 19 0,535
CC+TT 31 23 25 27
CC 26 15 38 17
CT 13 13 20 10 0,622
Equilibrio -ICI 1 1 6 ]
vs. 13 13 20 10 0.627
CC+TT 27 16 44 18
CC 24 16 37 20
o CT 14 7 23 10 0,302
) . . TT 3 4 1 1
s Envolvimento social T
2 vs. 14 / 23 10 4753
CC+TT 27 20 38 21
CC 16 31 27 23
CT 11 17 17 12 0,982
Sociabilidade -l(; 2 3 3 ]
vs. 11 17 17 12 0,970
CC+TT 18 34 30 24
CC 23 33 22 20
CT 17 14 8 18 0,225
Controlo de si e dos TT 1 2 4 2
acontecimentos CT
vs. 17 14 8 18 0.146
CC+TT 24 35 26 22
CC 22 20 28 20
CT 9 14 11 13 0,636
TT 2 4 1 2
Bem-estar geral T
vs. 9 14 11 13 0.673
CC+TT 24 24 29 22
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CC 25 23 23 26
CT 9 24 13 10 0,023
Afetos positivos -lCI > 0 3 ]
. e 9 24 13 10 0031
<z( CC+TT 30 23 26 27
< CC 27 21 22 27
e CT 14 17 13 13 0,804
Afetos negativos -lC: 4 2 ] 2
Vs, 14 17 13 13 0,657
CC+TT 31 23 23 29
FAAH rs324420
Genaétipo Ql Q2 Q3 Q4 p
CC 29 28 20 27
CA 7 11 16 12 0,089
Felicidade AA 1 3 0 0
CA 7 1 16 12
VS. 0,109
CC + AA 30 31 20 27
CC 30 20 27 33
CA 10 12 12 12 0,761
Autoestima éﬁ 3 1 ] ]
Vs, 10 12 12 12 0.624
CC + AA 33 21 28 34
CC 27 20 42 20
CA 10 8 20 8 0,797
Equilibrio éﬁ 3 1 2 0
o vs. o8 2008 59
(] CC + AA 30 21 44 20
= cc 27 21 40 21
(T CA 14 5 17 9 0,579
. . AA 0 1 4 1
Envolvimento social CA
vs. 14 5 17 9 0576
CC + AA 27 22 44 22
CC 18 38 32 23
CA 10 12 13 11 0,897
Sociabilidade AA 1 1 2 2
CA 10 12 13 1
VS. 0,748
CC + AA 19 39 34 25
CC 24 37 22 28
CA 15 10 12 10 0,490
Controlo de si e dos AA 2 2 0 2
acontecimentos CA
Vs, 15 10 12 10 0,274
CC + AA 26 39 22 30
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CC 24 26 25 25
& CA 8 10 15 9 0,701
2] AA 1 2 0 1
S Bem-estar geral CA
5 vs. 8 10 1> 9 0,554
CC + AA 25 28 25 26
CC 29 29 22 29
CA 10 15 14 8 0,180
Afetos positivos éﬁ 0 3 3 0
10 15 14 8
” vs. 0,515
<Zt CC + AA 29 32 25 29
< CC 28 28 22 32
o CA 16 10 12 9 0,696
. AA 1 2 2 1
Afetos negativos CA
vs. 16 10 12 9 0,431
CC + AA 29 30 24 33

Q1, Q2, Q3 e Q4 - quartis; p - valor de p obtido pelo teste de y2.

Por ultimo, mantendo a populacdo agrupada por quartis, foi realizada uma
nova analise ajustada ao género, de modo a verificar a existéncia de alguma
associacao entre os individuos heterozigoéticos versus os portadores dos
genotipos homozigoticos e as diferentes categorias avaliadas nos questionarios,
para ambos os polimorfismos (tabela 12). Os resultados obtidos demonstram que
nao foi possivel constatar quaisquer correlacdes significativas na maioria das
categorias dos questionarios em ambos os géneros. Contudo pode-se observar
uma associacdo estatisticamente significativa apenas nas mulheres, entre os
afetos positivos no questionario PANAS e o polimorfismo CNRIT rs1049353
(p=0,048), assim como entre a categoria do controlo de si e dos acontecimentos
no questionario EMMBEP e o polimorfismo FAAH rs324420 (p=0,047).
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Tabela 12 Distribuicdo das frequéncias genotipicas dos polimorfismos CNRT rs1049353

e FAAH rs324420 nas diferentes categorias dos questionarios, de acordo com a divisao

da populacao em quartis e ajustada ao género.

CNR1 rs1049353

Homens Mulheres
Gen. Q Q Q Q p Q Q Q aQ p
1 2 3 4 1 2 3 4
CT
Felicidade VS. 2 4 > 3 0,967 1010 10 8 0,683
CC+TT 4 5 6 4 21 23 15 24
CT
Autoestima VS. 2 ] 6 6 0,244 109 3 13 0,892
CC+TT 6 6 6 5 25 17 19 22
CT
Equilibrio VS. 2 4 6 2 0,632 19 14 8 0,795
o CC+TT 6 3 10 4 21 13 34 14
& Envolvimento cT 5 2 5 3 9 5 18 7
S social VS. 0,883 0,726
= CC+TT 7 5 8 3 20 15 30 18
CT
Sociabilidade VS. > 4 4 2 0,959 6 13 13 10 0,945
CC+TT 7 5 8 3 11 29 22 21
Controlo de si e CT
dos VS. 3 4 2 6 0,167 14 10 6 12 0,502
acontecimentos CC+TT 3 9 8 3 21 26 18 19
CT
Bem-estar geral VS. 303 4 3 0,780 6 1 7 10 0,713
CC+TT 5 4 8 2 19 20 21 20
CT
wny Afetos positivos VS. 2 6 4 3 0,567 718 9 7 0,048
<Zi CC+TT 7 6 4 5 23 17 22 22
< CT
o ::\Zet;t?vos Vs, 3 5 5 2 0,488 11 12 8 11 0,907
9 CC+TT 8 4 5 5 23 19 18 24
FAAH rs324420
Homens Mulheres
Gen. Q Q Q a Q Q Q aQ
1 2 3 4 p 1 2 3 4 p
CA
Felicidade VS. 2 2 4 3 0,842 > 9 129 0,074
CC+AA 4 7 7 4 26 24 13 23
CA
& Autoestima VS. 3 ] 4 4 0,745 [ 8 8 0,236
=] CC+AA 5 6 8 7 28 15 20 27
§ CA 1 2 8 1 9 6 12 7
w  Equilibrio VS. 0,218 0,948
CC+AA 7 5 8 5 23 16 36 15
. CA
Egzicgllvlmento vs. 5 2 3 2 0,792 9 3 14 7 0,609
CC+AA 7 5 10 4 20 17 34 18
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CA
Sociabilidade VS. > 3 ] 3 0,142 > 9 12 8 0,644
o CC+AA 7 6 11 2 12 33 23 23
w Controlo de si e CA
(o]
s dos VS. 34 ] 4 0,285 126 11 6 0,047
E acontecimentos CC+AA 3 9 9 5 23 30 13 25
CA
Bem-estar geral VS. 3 2 4 2 0,975 > 8 11 7 0,395
CC+AA 5 5 8 3 20 23 17 23
CA
wn Afetos positivos Vs. 4422 0,801 6 11 126 0,297
<Zt CC+AA 5 8 6 6 24 24 19 23
< CA
o fl‘ze?t?vos vs. Y2 3 3 4830 28 2 6 308
9 CC+AA 7 7 7 4 22 23 17 29

Gen. - gendtipo; Q1, Q2, Q3 e Q4 - quartis; p - valor de p obtido pelo teste de y2

Numa analise posterior, para o polimorfismo CNRI rs1049353, foi
realizada uma nova estratificacao da populacao relativamente a caracteristica dos
afetos positivos, tendo sido consideradas duas categorias, nomeadamente
individuos com menor expressao (Q1 vs. Q2) e maior expressao (Q3 vs. Q4) de
afetos positivos (Figura 9). Com base nos resultados obtidos para o grupo de
participantes com menor expressividade de afetos positivos, foi possivel observar
a existéncia de uma correlacdo estatisticamente significativa entre os individuos
pertencentes ao quartil 1 relativamente aos do quartil 2, quando comparados os
individuos heterozigdticos e os portadores dos genétipos homozigoticos
(p=0,008). Contudo, no grupo representativo dos individuos com maior
expressao de afetos positivos, ndao se verificou qualquer associacao
estatisticamente significativa entre os participantes do quartil 3 e 4, tendo em
conta individuos heterozigbticos comparativamente aos homozigoticos
(p=0,550). Adicionalmente, de modo a corroborar estes resultados, foi efetuada
uma nova analise ajustada ao género. Os resultados demonstraram que no grupo
de individuos com menor expressao de afetos positivos (Q1 vs. Q2), a associacao
estatisticamente significativa se mantinha nas mulheres heterozigédticas
comparativamente com as portadoras dos genoétipos homozigéticos (p=0,020).
Contudo, nenhuma correlacdo positiva foi observada em relacdo aos homens
(p=0,195). Relativamente ao grupo de participantes com maior expressividade de
afetos positivos (Q3 vs. Q4), nao foi verificada nenhuma associacao significativa
entre os homens heterozig6ticos e os portadores dos gendtipos homozigoticos

(p=0.614), assim como entre as mulheres (p=0.668).
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Figura 9 Representacdo esquematica das possiveis associacdes entre o polimorfismo CNR1 rs1049353 e os afetos positivos tendo em conta a
divisao por quartis (Q1 vs. Q2 e Q3 vs. Q4).
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5. Discussao

O sistema endocanabindide situa-se em diversas areas do cérebro, tais
como o hipocampo, a amigdala, o cértex pré-frontal, os nucleos da base, os
nucleos accumbens e o sistema limbico que sao responsaveis pelo controlo
emocional, ansiedade, medo e stress (82-85).

O recetor CB1 assume wuma elevada importancia no sistema
endocanabindide, pois para além de ser o principal recetor, este também atua ao
nivel das transmissdes nervosas provocando uma supressao da normal libertacao
dos neurotransmissores como o glutamato, o GABA e a dopamina (86, 87).

Quando ocorre um estimulo sucede-se a libertacao de neurotransmissores
e, consequentemente, uma ativacdao do terminal poés-sinaptico. Esta ativacao
conduz a uma depolarizacao que leva a sintese de endocanabindides, AEA e 2-
AG. Estes, por sua vez, interagem com o recetor CB1, localizado no terminal pré-
sindptico, de forma a suprimir a libertacdo de neurotransmissores (84). Pensa-se
que esta supressao se deva a acao de gliotransmissores que sao libertados pelos
astrocitos apo6s o influxo de Ca* (88, 89). Os gliotransmissores sao moléculas
sinalizadoras, que podem exercer as suas funcdées nos neurdnios vizinhos, sao
capazes de modular a transmissdo e a plasticidade sinaptica e afetar o
comportamento (89). Deste modo, o sistema endocanabindide desempenha um
papel importante no controlo emocional, envolvimento social e cognicao. A
ocorréncia de um desequilibrio interno ou externo neste sistema pode ter
repercussdes na vida social e na expressao afetiva dos seres humanos (90). Um
exemplo de desequilibrio externo encontra-se relacionado com um aumento de
stress que pode ter como consequéncia direta o aumento da atividade da enzima
FAAH na amigdala, devido a acdao da hormona estimuladora da corticotropina
(CRH) (91). Com a atividade da enzima aumentada ocorre uma diminuicao da
concentracdo de AEA, o que podera levar a supressao do glutamato e,

consequentemente, provocar um aumento de ansiedade (figura 10) (84).
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Figura 10 Modulacdo do sistema endocanabindide quando existe um aumento do stress
(Adaptado de (84)).

Contudo ndo sdao apenas os desequilibrios externos que influenciam o
funcionamento do sistema endocanabindide, mas também os desequilibrios
internos como os polimorfismos que ocorrem nos genes que codificam os
elementos deste sistema. Neste estudo foram analisados dois possiveis
polimorfismos com potencial efeito no sistema endocanabinéide, nomeadamente
associados aos recetores de canabindides, CNRI rs1049353 e a enzima
responsavel pela degradacdao dos endocanabindides, FAAH rs324420.

Relativamente ao polimorfismo FAAH rs324420, este parece ter um
impacto na funcionalidade da enzima FAAH e, consequentemente, na sinalizacao
do sistema endocanabindide. Estudos em ratos demonstram que a inibicdo ou a
interrupcao da transcricao genética desta enzima causa um aumento dos niveis
de endocanabindides no cérebro, proporcionando um efeito ansiolitico e
analgésico nesses animais (49, 92, 93). Este polimorfismo podera levar a
producdao de uma enzima com atividade diminuida, conduzindo a um aumento da
sinalizacao do sistema, uma vez que esta enzima tem um papel importante na
degradacao de endocanabinoides (94).

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram uma associacao
estatisticamente significativa entre a categoria controlo de si e dos
acontecimentos do questionario EMMBEP e os individuos portadores do gendétipo
CA para o polimorfismo FAAH rs324420, ap6s a divisao da populacdo em quartis,
apenas no género feminino (p=0,047). Apesar de estudos anteriores tém vindo a
demonstrar que individuos portadores do alelo A deste polimorfismo possuem
reduzidos niveis de ansiedade (95, 96), ndao foi possivel encontrar na literatura

nenhuma justificacdo bioldgica para este resultado.
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Quanto ao polimorfismo rs1049353 no gene CNRI apesar de este nao
causar mudancas na sequéncia de aminoacidos, pensa-se que possa alterar a
funcdo e expressao do recetor, pois ocorrem alteracdes ao nivel da estabilidade e
traducao ARNmensageiro (97). Para além desta hipOtese existe ainda a
possibilidade deste polimorfismo poder estar em linkage com outros
polimorfismos e, desta forma, potenciar alteracées na atividade deste gene (79).
Apesar do efeito funcional deste polimorfismo ndo estar totalmente esclarecido,
sabe-se contudo que parece estar associado com alteracoes ao nivel do
funcionamento do sistema endocanabindide.

Relativamente ao estudo deste polimorfismo, os resultados obtidos no
nosso trabalho permitiram concluir que ndao foi possivel estabelecer nenhuma
associacdo estatisticamente significativa entre os diferentes genétipos e a média
do indice das diferentes categorias de ambos os questionarios Contudo, ap6s a
divisdo da populacdo em quartis, verificou-se uma correlacdo positiva entre a
distribuicdo dos genétipos e categoria dos afetos positivos no questionario
PANAS (p=0,023). Estes resultados sao concordantes com a literatura dado que
varias evidéncias apontam para que individuos portadores do alelo T, para além
de apresentarem uma maior atividade da amigdala, também tém uma maior
reacdo as expressoes faciais, sendo capazes de detetar mais rapidamente o medo
ou tristeza em outros individuos (79, 98). Acredita-se que esta seja uma
caracteristica positiva pois individuos capazes de identificar o comportamento
social negativo podem aumentar a responsabilidade positiva e, deste modo,
controlar ndo sé as suas emocdes mas também as emocdes dos que os rodeiam
(98).

Adicionalmente, os resultados deste estudo revelaram uma associacdao
estatisticamente significativa entre os afetos positivos e os individuos portadores
do gendétipo CT para o polimorfismo CNR7T rs1049353 (p=0,031). Também foi
possivel observar a existéncia de uma correlacdo estatisticamente significativa
entre os individuos pertencentes ao quartil 1 relativamente aos do quartil 2,
quando comparados os individuos heterozigéticos e os portadores dos gendtipos
homozigoticos (p=0,008). Uma possivel justificacdo para estes resultados centra-
se no conceito heterosis, segundo o qual os individuos heterozigéticos podem
apresentar uma expressao significativamente maior ou menor de determinada
caracteristica num marcador genético do que os individuos homozigéticos para
qualquer alelo (99). Além disso, pensa-se que a estrutura funcional do recetor

CB1 pode existir na forma de homodimero ou heterodimero (100). Assim, um
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individuo heterozigético pode apresentar recetores CB1 heterodimeros e,
consequentemente originar um aumento ou diminuicdo da sua expressao o que
resulta numa maior ou menor ativacdo do sistema endocanabindide,
respetivamente.

De forma a justificar os nossos resultados, pode-se colocar a hipo6tese de
que os recetores heterodimeros estdao associados a um aumento da expressao
dos recetores CB1, provocando um aumento da sinalizacao do sistema
endocanabindide e, consequentemente uma diminuicao da ansiedade
contribuindo para uma maior expressao dos afetos positivos. Contudo, estudos
adicionais serao necessarios de modo a aprofundar os conhecimentos nesta area
bem como confirmar os nossos resultados.

E ainda de realcar que, neste trabalho para o polimorfismo CNRI
rs1049353, os resultados permitam verificar uma associacdo positiva entre as
mulheres heterozigoticas relativamente as portadoras dos gendtipos
homozigoticas (p=0,048), particularmente no grupo de menor expressao de
afetos positivos (Q1 vs. Q2) (p=0,020). Uma possivel explicacdo para este
resultado, podera estar relacionada com o ambiente hormonal, uma vez que os
estrogénios tém sido apontados como um possivel fator influenciador do humor
e das emocdes (101). Sabe-se que, a diminuicao dos niveis de estrogénios tem
sido associada ao aumento de perturbacées de humor, tais como ansiedade e
depressdao nas mulheres. Estudos realizados em animais (ratos fémea) com
ooforectomia, de forma a mimetizar os niveis de estrogénios na menopausa,
mostraram um aumento de comportamentos ligados ao stress, ansiedade e
depressao. No entanto, a reversao destes comportamentos era possivel com a
administracdo de estradiol (102-105). Neste contexto, tem sido demonstrado que
os estrogénios modificam o comportamento emocional através da desregulacao
da expressdo da enzima FAAH provocando assim um aumento da sinalizacdao do
sistema endocanabindide e, consequentemente uma diminuicdo da ansiedade
(106). Assim, dado que as mulheres apresentam niveis mais elevados de
estrogénios que os homens, poderemos propor que a significancia estatistica
observada nas mulheres esta sob a influéncia desta hormona. Contudo mais
estudos seriam necessarios de forma a comprovar esta hipotese.

Para além dos desequilibrios externos e internos que influenciam o correto
funcionamento do sistema endocanabinoide, também as diferentes caracteristicas
culturais e ambientais, bem como o estilo de vida de cada regidao parecem ter um

papel importante na variacdo das distribuicbes genotipicas e alélicas entre
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diferentes populacdes. E do conhecimento geral que a migracdo leva a que haja
uma alteracdo das frequéncias alélicas, pois através da migracdao ocorre a
introducdo de alelos de uma populacdao noutra causada pela reproducao destes
individuos nessa mesma populacao. A tabela 12 ilustra o impacto que a migracao
podera ter ao nivel das diferentes frequéncias genotipicas e alélicas para os
polimorfismos analisados neste estudo, nos diversos continentes. Desta forma, é
possivel verificar que a medida que a migracao foi aumentando foram ocorrendo
variacoes na distribuicao dos genotipos, resultando na perda ou ganho de
frequéncia de um determinado genétipo. Como exemplo, nas populacdes
africanas (origem da migracao) ndo existia registo da ocorréncia do genétipo TT
para o polimorfismo rs1049353 e é possivel especular que a medida que a
migracao prosseguiu a frequéncia deste gendtipo aumentou nos restantes

continentes.

Tabela 13 Frequéncias alélicas e genotipicas para os polimorfismos CNRT rs1049353 e
FAAH rs324420 na populacao portuguesa estudada e em outras populacdes continentais
(Adaptado de (78, 81).

Populacao CNRT rs1049353 FAAH rs324420
C% T% CC% CT% TT% | C% A% CC% CA% AA%
Africa 97,1 29 94,3 5,7 - 63,2 36,8 40,4 45,7 13,9

Este daAsia 92,4 7,6 84,9 149 0,2 |[82,4 17,6 67,9 29,1 3
Sul da Asia 82,5 17,5 68,9 27,2 3,9 |80,55 19,5 654 30,1 4,5
América 85,3 14,7 73,5 23,6 2,9 |64,8 35,2 42,6 44,4 13
Europa 74,2 25,8 55,5 37,4 7,1 |789 21,1 62,2 33,4 4,4
Estudada 77,1 22,9 59,7 34,8 5,5 82 18 67,7 28,6 3,7

O presente estudo podera ter interesse na area da medicina legal e
ciéncias forenses, uma vez que, para além dos endocanabindides, outras
moléculas de origem natural sdao capazes de exercer funcdes no sistema
endocanabinodide. Uma das moléculas mais estudadas é o A°-tetra-hidrocanabinol
(THC), que, tal como a AEA possui uma alta afinidade para os recetores CBI1 e
influencia o normal funcionamento do sistema neurotransmissor (107-109). O
THC (o principal principio ativo da planta Cannabis sativa) é capaz de estimular a
libertacdo de dopamina no cértex pré-frontal e nos nulcleos accumbens
(responsaveis pela sensacao de prazer), produzindo assim um efeito estimulante

e alucinogénio no SNC e, consequentemente, alterar o nosso controlo emocional.
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Deste modo, o consumo desta droga de abuso parece estimular este sistema de
uma forma semelhante aos nossos endocanabinodides. Assim, seria interessante
perceber de que forma esta droga de abuso podera influenciar as nossas
emocoes e se os polimorfismos estudados poderdao ter um papel preponderante

no mecanismo de acdao desta molécula.
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6. Conclusao

Desde que foi descoberto, o sistema endocanabindide tem sido cada vez
mais investigado e aprofundado pela comunidade cientifica, contudo ainda se
desconhece todas as suas funcionalidades. Atualmente sabe-se que este sistema
interfere com muitos dos nossos sistemas fisiologicos, principalmente com o
SNC, tendo consequéncias diretas no comportamento humano, no bem-estar e na
expressao dos afetos. Dado que o sistema endocanabindide anda nao esta
totalmente compreendido e uma vez que o comportamento humano é uma area
bastante complexa, torna-se imprescindivel uma investigacdo mais aprofundada,
na tentativa de identificar variantes genéticas que possam alterar o normal
funcionamento deste sistema e, assim, influenciar o bem-estar e os afetos.

Assim, os resultados deste estudo sugerem que as mulheres portadoras do
gendtipo CT para o polimorfismo CNRIT rs1049353 possuem uma maior
capacidade afetiva, principalmente no que respeita os afetos positivos, apesar
desta caracteristica ser mais visivel em individuos com menor expressao de
afetos positivos. Além disso, os resultados obtidos mostram ainda que o
polimorfismo FAAH rs324420 parece nao ter qualquer influéncia, quer no bem-
estar, quer na expressao de afetos.

As principais limitacdes deste estudo encontram-se relacionadas com o
numero reduzido de participantes do genéro masculino, com a subjetividade nas
respostas aos questionarios usados para avaliar o bem-estar e a afetividade dos
individuos e com a analise de apenas dois polimorfismos genéticos, uma vez que
é sabido que existem inumeras variantes genéticas que parecem influenciar o
funcionamento do sistema endocanabindide.

E de realcar que a importancia médico-legal desta investigacio podera
passar pela criacdo de perfis psicolégicos e afetivos, de forma a complementar as
areas da psicologia e psiquiatria forense. Além disso, podera ser util para se
tentar estabelecer uma associacdo entre o consumo de canabis e as alteracdes ao
nivel do SNC com repercussdes ao nivel emocional e comportamental do ser
humano, que poderdo ter uma aplicabilidade na area das Ciéncias Forenses.

Como perspetivas futuras, pretende-se aumentar o numero de
participantes no estudo, adicionalmente podera ser aplicado um novo
questionario mais direcionado para a afetividade, de forma a aprimorar o impacto

e o efeito funcional que as variantes genéticas estudadas tém nos afetos
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positivos. Além disso, podera ser avaliada a importancia de outros polimorfismos
genéticos que estejam associados, quer ao sistema endocanabinodide, quer as

variacoes de humor e afetividade.
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