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Resumo

Este estudo tem o objetivo de investigar a associacdo entre dois polimorfismos do
gene 5-HTT (ins/del 5-HTTLPR e SNP rs25531 A>G) e o polimorfismo VNTR do gene
MAOA e a sua possivel associagcdo com comportamento antissocial na presenca ou auséncia

de maus tratos infantis numa amostra portuguesa de jovens adultos.

Uma amostra com 205 individuos (102 homens; 103 mulheres), com idades
compreendidas entre os 18 e 37 anos, participou neste estudo. Um inquérito avaliador de
varios comportamentos sociais problematicos foi construido, adaptado de uma escala de
delinquéncia previamente existente na literatura. Foi determinado um valor (score) para
medir o comportamento agressivo de cada individuo estudado. O DNA foi extraido de células
bucais com consentimento informado escrito. A genotipagem foi realizada por PCR seguida
de eletroforese em gel de agarose para os polimorfismos 5-HTTLPR e VNTR-MAOA, e por
PCR-RFLP usando Mspl para o SNP rs25531, como descrito na literatura.

Foram encontradas diferencas significativas para a distribuicdo do score de
comportamento agressivo auto reportado entre os sexos: 0,326 em homens vs. 0,100 em
mulheres (P<0,001).

Quando estudada a possivel associacdo entre os polimorfismos dos genes 5-HTT e
MAOA e maus tratos infantis, ndo foram encontrados resultados estatisticamente
significativos quer na populacdo geral quer estratificada por sexos. No entanto, no sexo
masculino, foi obtido um valor P proximo da significancia (P=0,08) para o polimorfismo 5-
HTTLPR quando se agruparam 0s gendtipos LS e SS, levantando assim a hipdtese de que 0s
gendtipos com o alelo S fagam aumentar o risco e possam conferir alguma vulnerabilidade a

maus tratos infantis.

Para testar a associacdo dos polimorfismos ao comportamento agressivo, a
distribuicdo do score de agressividade foi comparada entre os diferentes genotipos, nao se
tendo observado diferengas significativas para os polimorfismos 5-HTTLPR, rs25531 e
respetivos haplétipos, quer na amostra total quer na amostra estratificada por sexos (P>0,05).
Verifica-se no entanto que, para o polimorfismo 5-HTTLPR e haplotipos 5-HTTLPR/rs25531
agrupados por eficiéncia de transcricdo (cluster), existem niveis mais elevados de

agressividade nos gendtipos LS/SS e L1S1/S1S1 no sexo masculino. Estes dados estdo de



acordo com estudos prévios que mostram que existe uma associagdo entre o alelo S do

polimorfismo 5-HTTLPR e o comportamento agressivo.

Na presenca ou auséncia de maus tratos infantis ndo se verificaram resultados
significativos quando comparada a distribuig@o de scores de agressividade entre os diferentes
genétipos com excecdo da amostra total na auséncia de maus tratos infantis para os
polimorfismos 5-HTTLPR e haplétipos 5-HTTLPR/rs25531 agrupados por eficacia de
transcricdo, com os genotipos LL e L1L1, respetivamente, a mostrarem os valores de score de
agressividade mais elevados. Foi no entanto observavel que na presenga de maus tratos
infantis, existe uma tendéncia para scores de agressividade superiores nos portadores do alelo
S do polimorfismo 5-HTTLPR, e nas classes haplotipicas LG e S (genétipos L1S1 e S1S1),
ao contrario do que se verifica na auséncia de maus tratos infantis. Esta diferenca na
tendéncia de scores de agressividade entre genotipos 5-HTT em funcdo da presenga ou
auséncia de maus tratos infantis esta de acordo com estudos prévios que tém vindo a mostrar

que os portadores do alelo S sdo mais suscetiveis a ambientes negativos.

Para o polimorfismo VNTR do gene MAOA encontraram-se valores proximos da
significancia estatistica (P=0,08) nas mulheres quando se comparou a distribuicdo do score de
agressividade nos gendtipos de baixa atividade (3R-3R) e de alta atividade (3R-4R; 3.5R-4R
e 4R-4R), com os ultimos a mostrarem os valores mais elevados de score. Ndo se observaram
diferencas no score de agressividade entre os diferentes gendtipos considerando a presenca ou
auséncia de maus tratos infantis. Na amostra masculina a distribuicdo do score de
agressividade pelos dois genoétipos (3R e 4R) ndo apresenta diferencas com significancia
estatistica, quer para a amostra total (P=0,90) quer na presenca (P=0.85) ou auséncia (P=0.97)

de maus tratos infantis.

Palavras-chave: Monoamina Oxidase A; 5-HTTLPR; Violéncia; Maus tratos infantis;

Interacdo Gene-Ambiente.



Abstract

This study aims to investigate the association between two promoter 5-HTT
polymorphisms (ins/del SHTTLPR and SNP rs25531 A>G) and the VNTR polymorphism of

the MAOA gene and antisocial behaviour in a Portuguese sample of young adults.

A sample of 205 individuals (102 males; 103 females), aged 18-37 years, were
enrolled in the study. A questionnaire assessing a variety of problematic behaviours was
constructed based on a previously reported delinquency scale. A mean score value to measure
aggressive behaviour was determined for each individual. DNA was extracted from buccal
cells collected with written informed consent. Genotyping was performed by PCR followed
by agarose gel electrophoresis for 5-HTTLPR and VNTR-MAOA by PCR-RFLP using Mspl

for rs25531, as described elsewhere.

Significant differences for the score distribution of self-reported aggressive behaviour

between the two sexes were observed: 0.326 for men vs. 0.100 for women (P<0.001).

Polymorphisms 5-HTT and MAOA did not show significant association with child
maltreatment. However, in males, a near significant value was obtained (P=0.08) for 5-
HTTLPR when genotypes LS and SS were grouped, suggesting that genotypes with the S
allele increase the risk to children and make them more vulnerable to abuse.

To test the association between polymorphisms and the aggressive behaviour, the
aggression score distribution was compared among the different genotypes, showing no
significant differences for 5-HTTLPR, rs25531 and respective haplotypes, neither in the total
sample nor when stratified by sex (P>0.05). However, in males it was observed a tendency
towards greater scores of aggression among the S-allele carriers for 5-HTTLPR (LS and SS
genotypes) and among LG and S classes for 5-HTTLPR/rs25531 haplotypes (L1S1 and S1S1
genotypes), favouring the previous studies that describe an association between the S allele of
5-HTTLPR and aggressive behaviour.

When considering the presence or absence of child maltreatment, significant results
were not obtained, with the exception of the total sample without child maltreatment for 5-
HTTLPR and 5-HTTLPR/rs25531 haplotypes grouped by functional efficiency with the LL

and L1L1 genotypes showing the higher scores of aggression. It was however observed that



in the presence of child abuse, there is a tendency for higher aggressive scores in patients with
the allele S for 5-HTTLPR and haplotype classes LG and S (L1S1 and S1S1 genotypes),
which is not the case in the absence of child abuse. This difference in the tendency of
aggression scores among 5-HTT genotypes according to the presence or absence of child
abuse is in agreement with previous studies showing that the S allele carriers are more

susceptible to adverse environments.

Regarding the Polymorphism VNTR-MAOA, a P value near significance (P=0.08) was
found for the females’ score distribution when comparing genotypes with low activity
(3R3R) to genotypes with high activity (3R-4R; 3.5R-4R and 4R-4R), corresponding the later
to higher score values. No differences among different genotypes were observed for scores of
aggression in the presence or absence of child abuse, opposing previous studies. In the male
sample it was not found significance for the distribution of the score of aggressive behaviour
among the genotypes (3R and 4R) for the whole sample (P=0.90) as also in the presence
(P=0.85) or absence (P=0.97) of child maltreatment.

Key words: Monoamine Oxidase A; 5-HTTLPR; Violence; Childhood Maltreatment;

Gene x Environment Interaction.
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Abreviaturas

5 — HT: Serotonina;

5—-HTT: Proteina transportadora da serotonina;

DNA: Deoxyribonucleic acid (Acido Desoxirribonucleico);

HWE: Equilibrio de Hardy-Weinberg;

MAOA: Monoamina Oxidase A,

MAOB: Monoamina Oxidase B;

pb: Pares de Base;

PCR: Polymerase Chain Reaction;

SNP(s): Single nucleotide polymorphism (Polimorfismo (s) de Nucleé6tido Unico);

VNTR: Variable Number of Tandem Repeats.
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Introducio






Nos Ultimos trinta anos, a genética comportamental tem vindo a examinar o papel que
0S genes representam na formacdo e no desenvolvimento do homem e dos outros animais,
sendo o ramo da Biologia que investiga a relagdo entre os genes e o0 ambiente para determinar
as diferencas individuais no comportamento. Tradicionalmente estuda as diferencas
comportamentais considerando trés fontes principais: influéncias atribuiveis a efeitos
genéticos, influéncias ambientais partilhadas entre irmdos (como o ambiente familiar) e

influéncias que surgem de experiéncias ambientais ndo partilhadas (Rose e Dick, 2004).

Como apontado por Raine (2008), a genética do comportamento procura responder a
questdes como por exemplo: "Que genes predispdem a certos tipos de comportamento

antissocial?"

1. Contexto evolutivo da agressao:

Existiram diversas tentativas para definir agressao, ndo havendo ainda um consenso
geral, o que ndo é, no entanto, surpreendente quando temos em conta a diversidade de
vertebrados e a enorme variedade de contextos em que a agresséo € expressa (Wingfield et
al., 2006 in Nelson, 2006).

Para Moyer (1968), o termo agressdo é definido como aquilo que leva (ou aparenta ao
observador levar) ao dano ou destruicdo de um alvo. Moyer (1968) identificou sete tipos de
agressdo, escala modificada por Wingfield e colaboradores (2006), em relagdo a um
organismo no seu ambiente: 1) Agressao espacial (territorial); 2) Agressdo sobre recursos
ingeridos ou alimentos; 3) Agressdo por estatuto dominante; 4) Agressao sexual; 5) Agressdo
parental; 6) Agressao anti predador [inclui a agressdo induzida por medo (Moyer, 1968)]; e 7)
Agressdo irritavel (Wingfield et al., 2006 in Nelson, 2006).

Segundo o Dicionario de Lingua Portuguesa Contemporanea da Academia das
Ciéncias de Lisboa, violéncia define-se como: "forca fisica ou moral que se emprega
abusivamente contra alguém ou contra um direito natural de outrem” (pp. 3757) e “caracter de
que se denota a recurso a forca fisica ou moral™ (pp. 3757). De acordo com a Organizagao
Mundial de Saude, o termo violéncia deve ser utilizado para referir a violéncia intencional
(homicidio, maus tratos, violéncia interpessoal, violéncia sexual, entre outros), e a violéncia

ndo-intencional (para designar acidentes). A violéncia pode manifestar-se de diferentes
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formas, sendo as mais frequentes a violéncia fisica, a psicoldgica/emocional e a violéncia
sexual. E a violéncia fisica que assume maior visibilidade, podendo ser definida como o uso
material de forca contra um individuo, de forma voluntaria, causando um dano mais ou

menos grave (Magalhaes, 2010).

A agressividade designa uma tendéncia ou conjunto de tendéncias, marcadas pelo
carater ou vontade de cometer um ato violento contra outro, que se constituem por condutas
concretas ou potenciais tendo como intencdo a coagdo, a causa de dano ou de destruicdo. Por
sua vez, o0 termo agressdo designa um comportamento através do qual um individuo ataca
outro com o intuito de causar dano (Magalh&es, 2010). Foram classificados dois tipos de
comportamento agressivo, um resultante da falta e outro do excesso de sensibilidade
emocional. O primeiro é denominado de agressdo instrumental ou proativa sendo
premeditado e com um objetivo. E caracterizado como um trago de psicopatia ndo existindo
empatia ou remorso. O seu contraste € a agressao reativa, sendo esta geralmente ativada por
experiéncias negativas e emog6es como a raiva e a ansiedade (Tremblay et al., 2005). Em
relacdo a agressdo reativa e a resposta perante ameaca, parece existir uma relacdo complexa

entre a ansiedade e a agresséo (Craig e Halton, 2009).

A agressao faz parte do comportamento dos mamiferos visto que lutam para defender
territérios, adquirir recursos, competir por parceiros e proteger as crias e os infantis
(Huntingford e Turner, 1987). No entanto, lutar é inato, um simples reflexo na resposta a um
estimulo provocativo do ambiente. Por sua vez, o comportamento agressivo é adaptativo,
modificado por alteracdes ambientais e experiéncias de vida anteriores. De facto, ganhar ou
perder um encontro agonistico tem um impacto draméatico em comportamentos agressivos
futuros: os vencedores sdo mais provaveis de iniciar ataques contra oponentes desconhecidos,
enquanto os perdedores tendem a retirar-se de confrontos com desconhecidos, adotando uma

estratégia oportunista ou escolhendo as suas lutas (Ferris, 2006 in Nelson, 2006).

Em especies socialmente organizadas como os invertebrados e vertebrados (aves,
peixes e mamiferos), a formagdo de uma hierarquia de domindncia e a manutengdo do
estatuto social dentro do grupo sdo chaves determinantes para a demonstracdo de
comportamento agressivo. O reportério comportamental possui sequéncias de atos agressivos
e defensivos, posturas e demonstracbes que sdo frequentemente referidas como
comportamentos agonisticos. Pensa-se que estas demonstragbes de dominéncia ritualizada

reduzam a probabilidade de ataques que causem danos fisicos (Lorenz, 1966). Possivelmente
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a forma mais séria de comportamento agressivo dentro de espécies sociais sdo 0s grupos de
matanca descritos no livro Demonic Males: Apes and the origin of human violence (1996), no
qual é reportado o primeiro encontro violento registado em chimpanzés (Pan troglodytes), em
que um grupo ataca um elemento da sua espécie no seu territdrio. Até esse momento pensava-
se que a violéncia intraespecifica era um trago exclusivo dos humanos, uma vez que, apesar
de muitas outras espécies animais matarem, fazem-no geralmente no decorrer da caca. Outro
tipo de violéncia bem conhecida € a competicdo entre machos, no entanto, na maioria das
vezes, 0 confronto termina quando um dos machos desiste. Apesar dos eventos de violéncia
intraespecifica mortais serem raros, ndo podem ser descartados como acidentais ou anormais.
Sao associados com varias expressdes psicologicas e comportamentais de excitacdo, e a morte
em si faz com que 0s “assassinos” apresentem varios sinais, tais como vocaliza¢oes
prazerosas, e demonstracdes de postura paralelas as psicopatologias humanas (Farrington,
1993; McElroy et al., 1998).

Nos anos iniciais da pesquisa de campo com chimpanzés, comecaram a ser relatados
casos de violéncia sexual. Jane Goodall, no livro Chimpanzees of Gombe: Patterns of
Behavior, de 1986, descreve uma situacdo na qual uma fémea € persuadida a acasalar por um
macho. Apesar da relutdncia da fémea, o macho consegue copular, mas apenas apds a

perseguir e a atacar de forma violenta.

Talvez o melhor exemplo para comparacdo entre a violéncia relatada nos chimpanzés
e a violéncia humana seja a tribo Yanomamo, habitante do sul da Venezuela e Norte do
Brasil. Aqui, os conflitos entre aldeias ndo surgem devido a recursos, mas devido a
competicdo por mulheres. Apesar da existéncia de condutas tradicionais para lidar com o0s
conflitos, quando estas sdo ultrapassadas inicia-se a guerra. Os Yanomamd possuem dois
estilos de combate: um que é caracteristicamente humano no qual existe um convite para um
festim que termina com a morte dos homens e a captura das mulheres; o segundo é a
formacdo de raides de dez a vinte individuos com o objetivo de eliminar um inimigo
(Wrangham e Peterson, 1996).

Pensa-se que 0s grupos de cagadores-recoletores também praticariam raides a
comunidades vizinhas, levantando a hipétese de as motivagdes que levaram a evolucdo da
violéncia letal inter-grupo terem sido selecionadas no contexto de competicéo territorial, uma
vez que a reproducdo se encontra limitada pela quantidade de recursos, e estes dependem da

area territorial (Wilson e Wrangham, 2003).



Antes do registo de agressdo inter-grupo nos chimpanzés, era pensado pelos
antropologos que a guerra humana resultava de um fator Unico na nossa linhagem, como a
estratificacdo social, a alta densidade populacional ou o uso de ferramentas como armas. No
entanto, a observacao de agressdo para com vizinhos em chimpanzés demonstrou que nenhum

destes fatores era necessario (Wilson e Wrangham, 2003).

A comparacdo entre chimpanzés e humanos é util ao sugerir principios comuns

geradores da evolucgéo de tendéncias psicologicas (Wilson e Wrangham,2003).

Historicamente muitos cientistas defendem que os tracos de personalidade séo objeto
de pressBes evolutivas e assim terdo muito provavelmente uma etiologia genética (Buss,
1995). Outros mantém na sua linha de pensamento que os tragos de personalidade séo
fortemente influenciados pelo ambiente (Eagly, 1987). Hoje é largamente aceite que o
desenvolvimento da personalidade e dos seus tracos é guiado tanto pela natureza como pelo

ambiente, existindo uma interacdo gene-ambiente (Barr et al., 2003).

Os estudos que investigam a relacdo entre variantes genéticas e 0 comportamento
antissocial no ser humano, como a agressividade ou a delinquéncia, séo raros. Os principais
genes que tém sido foco na investigacdo da agressdo nos animais e do comportamento
violento no Homem sdo o gene Monoamina Oxidase A (MAOA) (Guo et al., 2008; Shih e
Thompson, 1999; Cases et al., 1995) e o gene transportador da serotonina (SLC6A4).

2. Diferengas entre 0s sexos na agressao

As mesmas pressdes evolutivas que atuaram na conservacdo dos comportamentos
agressivos na linhagem evolutiva do Homem também criaram estratégias evolutivas
diferentes para a agressdo em homens e mulheres (Buss, 1995).

As estatisticas criminais indicam que os homens tém mais probabilidade de ser
implicados em crimes que envolvam agresséo. O estudo longitudinal de Moffitt et al. (2001),
envolvendo cerca de 1000 individuos ao longo de um periodo dos 3 aos 21 anos, demonstrou
gue os homens tinham 2,4 vezes mais probabilidade de se envolver em comportamentos
antissociais do que as mulheres (Craig e Halton, 2009).

Muitas investigacbes tém-se concentrado no comportamento agressivo dos
adolescentes e jovens adultos, denominado por Wilson e Daly (1985) por “Sindrome de

Jovens Adultos”. De facto, os homens com idades compreendidas entre os 12 e os 25 anos



sd0 os principais perpetradores e vitimas de violéncia, aparentemente devido ao aumento dos
niveis de testosterona no inicio da adolescéncia. Apesar de a relacdo entre a testosterona e a
agressdo em homens ser muito menos robusta do que a demonstrada noutras espécies de
mamiferos, os dados sdo inequivocos. Por exemplo, a concentracdo de testosterona
plasmética em prisioneiros com comportamento agressivo crénico é significativamente mais
elevada do que aquela encontrada em prisioneiros ndo agressivos (Ehrenkranz et al., 1974).
Homens jovens normais demonstram uma relacdo significativa entre a concentracdo da
testosterona circulante e indices de autoavaliacdo de hostilidade e agressdo. Inversamente,
existem estudos que ndo demonstram qualquer tipo de correlagcdo entre a testosterona e o
comportamento agressivo, tanto na populacdo masculina criminosa, como na populagdo

masculina ndo criminosa (Kreuz e Rose, 1972; Meyer- Bahlurg et al., 1974).

3. Gene da Monoamina Oxidase A (MAOA)

O gene MAOA, localizado no cromossoma Xpll, codifica a enzima Monoamina
Oxidase A. Esta é uma enzima que catalisa a degradacdo de varias aminas diferentes
incluindo neurotransmissores como a dopamina, serotonina e norepinefrina, impedindo assim
que excessos de neurotransmissores interfiram com a comunicacdo de neurdnios (Gibbons,
2004). Tanto os humanos como outros mamiferos produzem dois tipos de enzimas com
substratos especificos: a isoenzima MAOA que metaboliza preferencialmente a serotonina e a
norepinefrina e a isoenzima MAOB que atuam na feniletilamina e benzilamina (Hotamisligil
e Breakefield, 1991; Cases et al., 1995; Sabol et al., 1998; Caspi et al., 2002; Raine, 2008;
McDermott et al. 2009; Larson et al., 2010; Hunter, 2010). As isoenzimas MAO A e MAO B
sdo codificadas por genes separados ligados ao cromossoma X (Xp 11.23 - 11.4) e partilham
70% de semelhancas na sequéncia de aminoacidos (Cases et al., 1995; Sabol et al., 1998;
Caspi et al., 2002; Meyer-Lindenberg et al., 2006; Beaver et al., 2010).

Sabol et al. (1998) descreveram na regido promotora do gene MAOA um polimorfismo
do tipo VNTR (variable number of tandem repeats) que consiste numa sequéncia repetitiva
de 30 pares de bases (pb) com influéncia na atividade transcricional do gene. Neste trabalho
foram descritos alelos com 2, 3, 3.5, 4 e 5 sequéncias repetitivas (designados por 2R, 3R,
3.5R, 4R e 5R) tendo sido ainda demonstrado que os alelos 3.5R ou 4R mostram uma
atividade transcricional aumentada em relacdo aos alelos 3R ou 2R (Sabol et al., 1998). Guo
et al. (2008) conduziram um estudo que mostrou que o alelo 2R do gene MAOA se encontra



associado a comportamentos violentos numa amostra de adolescentes e jovens adultos
independentemente de fatores ambientais. Por outro lado, a andlise funcional dos alelos
mostrou que o alelo 2R, em comparacdo aos alelos de repeticao 3 e 4, possuia um nivel mais
baixo de atividade promotora (Guo et al., 2008). A transcricdo dos alelos de mais baixa
atividade (2R e 3R) resulta na reducdo de atividade da enzima MAOA fazendo aumentar o
nivel de 5-HT nas sinapses e aumentando o risco para agressdo e comportamento antissocial
(Ficks et al., 2014).

A nocdo de que 0s genes possuem um papel importante em varias doencas €
largamente aceite, porém, a mesma aceitacdo ndo é atribuida a possivel ligacdo genética a
comportamentos humanos como a agressdo e violéncia. Contudo, estudos anteriores, como
aquele realizado por Brunner et al. (1993), apontam para uma componente genética distinta.
Uma mutacdo no gene MAOA leva a sua deficiéncia causando o excesso de transmissores de
monoaminas, conduzindo a um comportamento excessivamente impulsivo, incluindo
hipersexualidade, perturbacGes de sono e alteracdes extremas de humor, bem como tendéncia
para comportamentos violentos. Este conjunto de caracteristicas é denominado Sindrome de
Brunner (Hunter, 2010; Meyer-Lindenberg et al., 2006). No entanto, o Sindrome de Brunner
é classificado como raro. No seu estudo, apenas cinco individuos ao longo de seis geragdes o

manifestaram (Brunner et al., 1993).

A baixa atividade do gene MAOA pode ser particularmente problemaética no inicio de
vida, devido a insuficiéncia de MAOB para compensar a deficiéncia de MAOA (Caspi et al.,
2002; Reif et al., 2007; Ducci et al., 2008; Hunter, 2010). A baixa expressao do gene MAOA
(MAOA - L) foi associada a comportamentos agressivos e violentos tendo sido relacionada
por Caspi et al. (2002) com maus tratos infantis, através do estudo de um grupo de individuos
Neozelandeses cujos dados se encontravam no Dunedin Multidisciplinary Health and
Development Study. Neste estudo, 1037 individuos foram submetidos a testes de dois em dois
anos. Através de quatro medidas de estudo de comportamento antissocial para o teste da
interacdo entre 0s genes e 0 ambiente, os resultados forneceram provas de que homens com o
gendtipo de baixa atividade de MAOA e vitimas de maus tratos na infancia demonstravam
comportamentos significativamente mais agressivos e desordeiros do que homens com o
mesmo gendtipo de baixa atividade que ndo foram mal tratados, ou do que as vitimas de maus
tratos com o genotipo de alta atividade MAOA (Caspi et al., 2002). Um estudo de Fergusson
et al. (2010) providenciou apoio e replicacdo ao estudo de Caspi e colaboradores (2002) tendo



sido possivel demonstrar uma interacdo significativa de genes-ambiente entre 0s gendtipos

MAOA e maus tratos infantis.

Desta forma, parece importante referenciar que os maus tratos infantis poderéo ser de
facto o gatilho para comportamentos violentos na idade adulta. Estas descobertas fornecem
provas iniciais sobre a moderacdo do impacto de maus tratos na infancia e um polimorfismo

funcional no gene MAOA, fundamentado pela interacdo gene-ambiente (G x E).

Meyer-Lindenberg e a sua equipa conduziram um estudo, publicado em 2006, no qual,
através do uso de ressonancias magneticas, identificaram uma ligacdo entre o tamanho do
sistema libidinoso e a variante alélica de baixa atividade MAOA. Portadores do polimorfismo
de baixa atividade MAOA (2R, 3R e 5R repeticOes) demonstraram uma reducdo de 8% no
volume de massa cinzenta do sistema libidinoso quando comparados com portadores de alta
atividade MAOA (repeticdes 3.5R e 4R) (Meyer-Lindenberg et al., 2006; Beaver et al., 2010).
Nestas condicdes, acredita-se que os portadores da variante de baixa atividade possuem uma

menor capacidade de inibicdo de impulsos emocionais (Hunter, 2010; Sjdberg et al., 2008).

4. Gene transportador da Serotonina (SLC6A4)

Outro gene que poderé estar associado ao comportamento agressivo € o gene SLC6A4
(também designado 5-HTT), localizado no cromossoma 17gll, que codifica a proteina
transportadora da serotonina (5-HTT). A proteina 5-HTT é uma proteina membranar presente
nos terminais sinapticos e responsavel pela regulacdo da concentracdo de serotonina (5-HT)
nas fendas sinapticas, mediante a recaptacdo pré-sinaptica: transporte da serotonina do espacgo
sinaptico para o interior dos neurdnios pré-sinapticos (Gelernter et al., 1997; Barr et al.,
2003). E uma das vérias estruturas transportadoras de proteinas dependentes de sédio que
contém doze regides membranares abrangentes e desloca substratos especificos do espaco
extracelular para o citoplasma (Gelernter et al., 1997). A serotonina atua em multiplos
subtipos de recetores e regula fungdes fisiologicas tdo diversas como a emogdo, o humor, a
cognicédo e fungBes motoras, bem como os ritmos circadianos e neuroendocrinos, incluindo o

consumo de alimentos, 0 sono e a atividade reprodutiva (Lesch et al., 1997).

A diminuicdo (ou desregulacdo) da funcdo serontogénica é ligada a desinibicdo de

comportamentos normalmente contidos, promovendo agressdo impulsiva, suicidio, abuso de



substancias e outras psicopatologias ligadas & impulsividade. As manifestacGes destes
comportamentos provavelmente derivam das circunstancias ou outras vulnerabilidades,
incluindo a presenca de motivacGes agonisticas no caso da agressdo e depressoes ligadas ao
suicidio (Manuck et al., 2006).

Foi descrito um polimorfismo comum na regido promotora do gene SLCG6A4,
conhecido por 5-HTTLPR, que consiste numa insercao/delecdo de 44 pares de bases (pb)
resultando respetivamente num alelo longo (long, L) e num alelo curto (short, S) (Lesch et al.,
1997). O genotipo homozigdtico longo (L/L) foi associado a eficiéncia transcricional do gene
5-HTT quando comparado com os gendtipos heterozigéticos (S/L) e homozigéticos (S/S)
(Heils et al., 1996). O aumento na eficiéncia transcricional do gendtipo L/L aparenta resultar
em altas taxas de reuptake de serotonina nas células serotonicas (Lesch et al., 1996),
reduzindo a serotonina sindptica disponivel e consequentemente reduzindo o risco de

comportamento antissocial (Ficks et al., 2014).

A variacdo alélica do polimorfismo 5-HTTLPR é extensamente usada para analises de
associacdo e ligacdo de tracos de personalidade (Lesch et al., 1996), bem como para
desordens afetivas (Collier et al., 1996), dependéncia de alcool (Sander et al., 1998), autismo
(Cook et al., 1997; Klauck et al., 1997) e deméncia (Li et al., 1997; Lesch et al., 1997).

Num estudo realizado por Pombo e colaboradores (2008), com a participagdo de 97
individuos dependentes de alcool (78 homens e 19 mulheres), com o objetivo de avaliar a
relacdo entre o polimorfismo promotor 5-HTTLPR, 0 comportamento agressivo e 0 consumo
de é&lcool, obtiveram-se resultados que apontam para a influéncia do polimorfismo 5-
HTTLPR na modulacdo da agressividade, em especial durante a fase de consumo de alcool.
No periodo de consumo de bebidas alcodlicas, a presenca do alelo L (longo) afigura-se como
um fator protetor do desenvolvimento de comportamentos agressivos, enquanto a tendéncia
dos resultados aponta o alelo S (curto) como um fator de predisposi¢éo para comportamentos
violentos (Pombo et al., 2008).

Num estudo de Reif e colaboradores (2007) em 184 homens adultos avaliados por um
exame forense, os investigadores demonstraram uma interacdo entre o ambiente na infancia e
0s genotipos 5-HTT no comportamento violento, em que a existéncia de adversidades na
infancia mostrou ter impacto no comportamento violento na idade adulta apenas quando os

alelos S do polimorfismo 5-HTTLPR de baixa atividade se encontravam presentes.

10



5. SNP rs25531

O polimorfismo de nucledtido simples (SNP) rs25531 A/G, localizado na regido
imediatamente anterior a insercdo/delecdo 5-HTTLPR (Bonvicini et al., 2010) contribui para
diferengas transcricionais do gene 5-HTT ja que a ocorréncia do alelo G associado ao alelo L
resulta numa reducdo da eficiéncia transcricional do alelo longo L semelhante a do alelo curto
S (Hu et al., 2006; Haberstich et al., 2015).

Assim, a transi¢do de rs25531 A>G resulta em duas formas do alelo L, LA e LG e em
duas formas do alelo S, SA e SG, sendo este Gltimo muito pouco frequente (Haberstick et al.,
2006). Em termos funcionais, o haplotipo LA mostra os niveis mais elevados de atividade
transcricional em relagdo as restantes formas LG, SA e SG, com niveis de atividade
transcricional mais reduzidos (Haberstick et al., 2006). Estudos prévios mostram que 0
haplotipo LG resulta em niveis de transcricdo semelhantes aos niveis encontrados no alelo S
do polimorfismo 5-HTTLPR (Hu et al., 2006; Wendland et al., 2006; Odgerel et al., 2013),

contribuindo para as diferencas transcricionais do gene 5-HTT (Haberstick et al., 2015).

6. Objetivos

O trabalho desenvolvido numa amostra populacional de jovens adultos de naturalidade
portuguesa teve como objetivos principais: i) investigar a associacdo entre os polimorfismos
VNTR-MAOA e 5-HTTLPR e maus tratos infantis (auto descritos); ii) investigar a associacéo
entre os polimorfismos VNTR-MAOA e 5-HTTLPR e comportamentos violentos (auto
descritos); iii) avaliar se a ocorréncia de maus tratos infantis (auto descritos) tem influéncia
na associacdo dos polimorfismos VNTR-MAOA e 5-HTTLPR com o0s comportamentos

violentos na idade adulta.
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Material e Métodos






1. Amostra

A amostra inclui 205 jovens de nacionalidade Portuguesa, 103 individuos do sexo
feminino e 102 do sexo masculino, com média de idades de 22,17 anos (idade maxima: 37
anos; idade minima: 18 anos), e naturais dos distritos de Aveiro (N=62), Santarém (N=6),
Coimbra (N= 48), Leiria (N=11), Porto (N= 13), Vila Real (N=1), Viseu (N=5), Faro (N=3),
Braga (N=10), Castelo Branco (N=1), Setabal (N=3), Braganca (N=2), Guarda (N= 3), Viana
do Castelo (N=2), Lisboa (N=10), Evora (N=1) e llhas (N=3).

Os voluntarios foram avaliados através de um inquérito anénimo adaptado de Guo et
al. (2008), que incluiu dez questdes relativas a comportamentos agressivos/violentos nos
ultimos 12 meses e trés questBes relativas a maus tratos infantis (ver Apéndice I). Cada
individuo classificou 0s seus comportamentos segundo a seguinte chave: 0= nunca; 1= uma
ou duas vezes; 2= trés ou quatro vezes e 3= cinco ou mais vezes, consoante a ocorréncia do
evento, obtendo-se um valor (score) para cada individuo em estudo pelo calculo da média dos

valores obtidos.

Foi previamente obtido o consentimento informado escrito de cada individuo,
autorizando a realizacdo de estudos genéticos e a utilizacdo dos dados constantes no inquérito

(ver Apéndice II).

2. Genotipagem
2.1 Extracao de DNA

De cada individuo foi recolhida uma amostra de células bucais para extracdo de DNA.
A colheita foi realizada de forma andnima e atribuido um cédigo a cada individuo de forma a

relacionar as suas respostas do inquérito com os seus dados genéticos.

A genotipagem dos polimorfismos estudados foi realizada no laboratério de Genética

do Centro de Investigagdo em Antropologia e Saude (CIAS).

A extracdo do DNA foi realizada com FavorPrep™ Genomic DNA Mini Kit
(Favorgen Biotech Corp., Taiwan) seguindo o protocolo providenciado pelo fabricante
(Apéndice I1I).
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2.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)

O estudo dos polimorfismos do tipo Variable Number of Tandem Polymorphisms
(VNTR) na regido promotora dos genes MAOA e SLC6A4 (5-HTT) foi realizado por
amplificacdo do DNA genémico com a técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) seguida
de eletroforese em gel de agarose ou de poliacrilamida.

As enzimas de restricdo, descobertas nos anos 1960, reconhecem sequéncias curtas
particulares de bases e cortam-nas de uma forma precisa com extremidades coesivas. Os
diferentes fragmentos cortados pelas enzimas de restricdo sdo separados através de uma

eletroforese em gel, permitindo isolar fragmentos com diferentes tamanhos.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR ou polymerase chain reaction) necessita da
presenca da sequéncia de DNA que se quer amplificar, de um par de primers, de nucle6tidos
e de uma enzima para a sintese de DNA, a Taq polimerase (Videira, 2011). Foi utilizada esta
técnica para amplificar as regiGes gendmicas dos diferentes polimorfismos. Na tabela |
encontra-se o protocolo usado para a amplificacao.

Tabela I: Reagdo para amplificacdo de amostras para a técnica de PCR

Reagentes Volume por amostra (ul)
Agua bi — destilada 16,5
Tampao 10x 2,5
MgCI2 (25mM) 3
dNTPs (10 mM) 0,5
Primer direto (100 ng/ul) 0,5
Primer reverso (100 ng/ul) 0,5
Taq Polimerase (5 U/ pul) 0,1
DNA 15

A genotipagem do polimorfismo VNTR na regido promotora do gene MAOA foi
realizada usando os primers 5-ACA GCC TGA CCG TGG AGA AG - 3' (direto); e 5' - GAA
CGT TGA CGC TCC CGG A - 3' (reverso), descritos em Guo et al. (2008). Apds
amplificacdo do DNA gendmico de cada individuo por PCR, a separacdo dos fragmentos foi

efetuada por eletroforese e a identificagdo dos alelos feita de acordo com a descri¢cdo em Guo
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et al. (2008): fragmentos com 291, 321, 336, 351 e 381 pb correspondem, respetivamente, aos
alelos 2R, 3R, 3.5R, 4R e 5R. A eletroforese foi realizada em gel horizontal de poliacrilamida
a 6% em tampdes 0,375 M Tris/HCI pH 8,8 (tampé&o do gel) e 0,125 M Tris/Glicina pH 8,8
(tampéo das pontes), em placa de arrefecimento, com uma voltagem de 100 V durante cerca
de 3 horas. Foi aplicado 1,5 pl de produto de PCR, e um marcador de peso molecular 100 pb.
A visualizacgdo das bandas foi efetuada por coloragdo com nitrato de prata seguindo Budowle
et al. (1991) (ver Apéndice IV).

O polimorfismo 5-HTTLPR localizado na regido promotora do gene SLC6A4 foi
estudado recorrendo aos primers descritos em Bonvicini et al. (2010): JP 5' ATG CCA GCA
CCT AAC CCC TAA TGT -3' (direto) e GR 5' GG ACC GCA AGG TGG GCG GGA - 3
(reverso). O produto da amplificacdo foi analisado por eletroforese em gel de agarose (2%)
para detecdo dos alelos L (long) com 419 pb e S (short) com 375 pb. O produto PCR (5 pl)
foi aplicado no gel de agarose a 2% em tampdo TBE 0,5x, com brometo de etideo
(concentracdo final 0,5 pug/mL) e submetido a eletroforese (100V) durante cerca de 30
minutos, apos o que foram visualizadas as bandas de DNA a luz ultravioleta para fazer a
leitura do gen6tipo. Um controlo negativo foi usado para todas as amplificacbes de modo a

excluir possiveis contaminagoes.

2.3 Estudo do SNP rs25531 por digestdo por enzimas de restricao

Foi estudado ainda um polimorfismo de nucle6tido simples (SNP) que consiste na
substituicdo A>G localizado proximo da insercdo/delecdo 5-HTTLPR (Bonvicini et al.,
2010). Este SNP (rs25531) foi estudado por PCR-RFLP (restriction fragment length

polymorphism) usando a enzima de restricdo Mspl.

O produto da amplificacdo para estudo do polimorfismo 5-HTTLPR foi digerido com
Mspl utilizando o protocolo descriminado na Tabela II.
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Tabela I1: Reacdo para digestao enzimatica por MSP1

Reagentes Volume por amostra (ul)
Agua bi — destilada 2,75
Tampéao 0,5
BSA 0,05
Enzima 0,25
Produto de PCR 15

O produto da digestéo foi incubado por 16 horas a uma temperatura de 37 © Celsius.

Apbs a digestdo, os fragmentos foram separados em gel de poliacrilamida a 6% em
tampdes 0,375 M Tris/HCI pH 8,8 (tampéo do gel) e 0,125 M Tris/Glicina pH 8,8 (tampao
das pontes), em placa de arrefecimento. Foi aplicado 1,5 pl de produto digerido e um
marcador de peso molecular 100 pb. A eletroforese foi realizada durante cerca de 2 horas a
100 Volts. A visualizacdo das bandas foi efetuada por coloracdo com nitrato de prata
seguindo Budowle et al. (1991) (ver Apéndice 1V).

Foram identificados os genotipos AA, AG e GG do polimorfismo rs25531 A/G sendo
descriminado simultaneamente o haplétipo 5-HTTLPR/rs25531 de acordo com Bonvicini et
al. (2010): LA (324+62+33) pb; LG (174+150+62+33) pb; SA (281+62+33) pb; e SG
(150+131+62+33) pb. Esta genotipagem de haplo6tipos permitiu determinar de imediato a fase
haplotipica para cada individuo.

3. Tratamento estatistico

Foram estimadas as frequéncias genotipicas e alélicas para cada um dos
polimorfismos por contagem direta. Os calculos de frequéncias alélicas e a avaliagdo da
concordancia com a distribuicdo de Hardy-Weinberg foram realizados com o programa
Arlequin versdo 3.01 (Excoffier et al., 2005).

Para estudar a possivel associa¢do entre os polimorfismos 5-HTTLPR, rs25531 e
VNTR-MAOA e maus tratos infantis na amostra total e por sexo recorreu-se ao teste do qui-
quadrado. A distribuicdo da variavel dependente, score de agressividade, nos grupos em

estudo (populacdo total e individuos agrupados por sexo) foi avaliada pelo teste de
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Kolmogorov-Smirnov. A comparacdo do score de agressividade entre sexos e a analise da
associacdo dos polimorfismos 5-HTTLPR, rs25531 e VNTR-MAOA com maus tratos infantis
e com o score de agressividade foram efetuadas recorrendo aos testes nao-paramétricos de
Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney comparando a distribuicdo dos scores de agressividade
entre grupos genotipicos. Os gendtipos determinados para o conjunto dos polimorfismos 5-
HTTLPR-rs25531 foram adicionalmente agrupados (cluster) segundo a sua eficacia de
expressao génica considerando que o alelo LA mostra os niveis mais elevados de atividade
transcricional e o alelo LG mostra niveis de atividade transcricional mais reduzidas,
semelhantes ao alelo S (L1= LA; S1= LG, SA ou SG). Deste modo, a fase haplotipica 5-
HTTLPR-rs25531 determinada para cada individuo foi transformada num modelo de trés
gendtipos  considerando os niveis de eficacia transcricional: L1L1=LALA,
L1S1=LALG+LASA+LASG; S1S1= LGSA+SASA.

As associacOes estatisticas foram realizadas recorrendo ao programa Statistical
Package for the Social Sciences (IBM SPSS Statistics — V.20).
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1. ldentificacdo dos Genotipos / Alelos
1.1 Polimorfismo 5-HTTLPR

A figura 1 mostra o padrdo eletroforético obtido para o polimorfismo 5-HTTLPR,
tendo sido identificados os genotipos LL, LS e SS. Encontra-se indicado o tamanho da banda
para cada alelo.

529pb
485 pb

LL LS LL SS LS

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose (2%) mostrando os 3 diferentes genotipos (LL, LS e SS) relativos
ao polimorfismo localizado na regido promotora do gene transportador da serotonina (5-HTT). Tamanho
dos alelos L: alelo longo 419 pb; S: alelo curto 376 pb.
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1.2 SNP rs25531
A figura 2 mostra o padrao eletroforético em gel de poliacrilamida do SNP rs25531,

no qual € possivel observar os diferentes haplotipos LA, SA e LG e a fase haplotipica para

cada individuo analisado.

33pb ——
62pb ——
100pb
174pb ——
150pb ——
200 pb
281pb —
325bp —— 300::
400
419bp —— S

Figura 2: Eletroforese em gel de Poliacrilamida para o estudo do SNP rs25531 estudado por RFLP com a
enzima de restricdo Mspl, e mostrando a fase haplotipica identificada em cada individuo. 1:LALA;
2:SASA; 3:Produto de PCR (419 pb); 4:LALG; 5:LASA; 6:SASA. Tamanho dos fragmentos para cada
haplétipo de acordo com Bonvicini et al. (2010): SA: 381+62+33 pb; LG: 174+150+62+33 pb; LA: 324+62+33
pb; SG: 150+131+62 pb; MW: marcador de peso molecular (100 pb): banda forte =500pb.

1.3 Polimorfismo VNTR no gene MAOA

Na figura 3 é apresentada uma imagem da eletroforese em gel de poliacrilamida para
os diferentes genotipos do polimorfismo VNTR localizado na regido promotora do gene
MAOA e que consiste na insercdo/delecdo de repeticdes de nucledtidos com 30 pb. Foram
identificados os seguintes alelos: 3R com 321 pb, 3.5R com 336 pb, 4R com 351 pb e 5R com

381 pb, previamente descritos na literatura (Beaver et al., 2010).
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Figura 3: Eletroforese em gel de poliacrilamida para o estudo do polimorfismo VNTR do gene MAOA
mostrando os diferentes genotipos encontrados neste trabalho em amostras do sexo feminino. 1: 3R-3R; 2:
35R-4R; 3,5, 6: 3R-4R; 4, 7: 4R-4R; 8: 3R-5R. Tamanho dos alelos: 3R: 321 pb; 3.5R: 336 pb; 4R: 351 pb;
5R: 381 pb; MW: marcador de peso molecular (100 pb).

1.4 Sequenciacao da regido com o polimorfismo VNTR-MAOA

A figura 4 mostra o resultado da sequenciacdo da regido promotora do gene MAOA
que inclui o polimorfismo em estudo em dois individuos com os gendtipos 4R (L-H90) e 3R

(L-H130). Note-se a auséncia de uma sequéncia de 30 nucledtidos no individuo com o

gendtipo 3R.
L-H20-MD 100 TACCCGCACCAGTACCGGCACCGGCACCAGTACCCGCACCAGTACCGGCA 149
FEEELELE Rt
L-H130-MD 100 TACCCGCACCAGTACCGGLCACCG-========-mm e e e e 122
L-H20-MD 150 CCRGCACCAGTACCCGCACCAGTACCGGCACCGGCACCAGTACCCGCACC 199
IR N N R RN R R RN R N RN RN NN NN NN AN A
L-H130-MD 123 ---GCACCAGTACCCGCACCAGTACCGGCACCGGCACCAGTACCCGCACC 169
L-H20-MD 200 AGTACCGGCACCGGCACCGAGCGCAAGGCGGAGGGCCCGCCCGAAGCCGG 249
AN RN RN RN RN R RN RN AN
L-H130-MD 170 AGTACCGGCACCGGCACCGAGCGCAAGGCGGAGGGCCCGCCCGAAGCCGG 219
L-H90-MD 250 GGGCACAACTGCCCAGGTCCCGAACCCGGACTCCAGCTTGGACGACACCT 299
I R N R RN R R R AR RN NN
L-H130-MD 220 GGGCACAACTGCCCAGGTCCCGAACCCGGACTCCAGCTTGGACGACACCT 269

Figura 4: Sequenciacdo da regido promotora do gene MAOA que inclui o polimorfismo VNTR. L-M90-
MD: individuo do sexo masculino com um gendtipo de 4 repeticoes (4R); L-H130-MD: individuo do sexo
masculino com um genétipo de 3 repeticoes (3R).
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2 Scores de agressividade e maus tratos infantis na amostra estudada

Os scores de agressividade foram obtidos através das respostas dos inquiridos quanto
a frequéncia e tipo de comportamentos antissociais que estes consideraram ter realizado nos

altimos 12 meses, com base num questionario adaptado de Guo et al. (2008).

Observou-se que os individuos do sexo masculino apresentam scores de agressividade
mais elevados do que os individuos do sexo feminino (0,327 vs. 0,099, respetivamente)
(Figura 5), com diferencas estatisticamente significativas (P<0,001) usando o teste de Mann -

Whitney para comparacéo da distribuicdo do score de agressividade por sexo.

o M-W P <0,001
' |
30 e
o
(0]
<,
w
o
(o]
O 2049
7]
&
3 0,327
(£0,035) -
107
0,099
. (£0,150)
' M F
SEX

Figura 5: Média do score de agressividade distribuida por sexos (M = masculino; F = feminino) e valor de
P de comparagéo dos scores de agressividade entre sexos pelo teste de Mann-Whitney. Para cada sexo
estdo indicadas as médias do score e erro-padrao.

Os maus tratos infantis (MTI) foram estudados quanto a sua presenca (1) ou auséncia

(0) nos individuos inquiridos tendo em vista verificar i) a sua relagdo com 0s genotipos
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estudados e ii) se influenciam a associa¢do dos polimorfismos em estudo com o0s scores de

agressividade.

Quarenta e sete porcento dos individuos relataram nédo ter sofrido quaisquer MTI
enquanto 53% relataram ter sofrido MTI na infancia. O sexo masculino apresenta um nimero
superior de casos de maus tratos infantis com uma média de agressividade ligeiramente
superior (1,26) em comparacdo a 1,12 nas mulheres. Na amostra total, 50% dos individuos
(N=102) consideraram ter sofrido maus tratos verbais, 25% (N= 59) consideraram ter sofrido
maus tratos fisicos e apenas 3% (N=7) considerou ter sofrido abusos sexuais na infancia. Na
andlise efetuada agruparam-se os individuos em apenas dois grupos, com e sem maus tratos

infantis.
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3 Polimorfismos do gene 5-HTT
3.3 Frequéncias alélicas e genotipicas

Foram calculadas as frequéncias genotipicas e alélicas para os polimorfismos do gene

5-HTT que séo apresentadas na Tabela Ill. Verifica-se que ndo existem desvios significativos

ao equilibrio de Hardy-Weinberg na populacdo estudada para os polimorfismos 5-HTTLPR e

rs25531 (P>0,05).

Tabela I11: Distribuicdo de frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos 5-HTTLPR e rs25331.

Gendétipos Alelos
Polimorfismo N P
N (%) N (%)
LL LS SS L S
63 98 40 224 178
5-HTTLPR 201 0,866
(31, 05) (49,35) (39,41) (55,72) (44,28)
AA AG GG A G
177 21 375 21
rs25531 198 - 0,431
(89,68) (10,04) (94,70) (5,20)
L1L1 L1S1 S1S1 L1 S1
52 96 48 200 192
Cluster 196 -
(26,03) (49, 98) (23, 99) (51,02) (48,98)

P, valor exato P do Equilibrio de Hardy-Weinberg (P significativo < 0,05).

Os genotipos 5-HTTLPR-rs25531 foram adicionalmente agrupados (cluster) segundo

a sua eficacia transcricional, considerando que a variante LA tem maior nivel de expressao

génica do que a variante LG, que mostra niveis de expressdo semelhante ao alelo S (L1=LA e

S1= LG, SA ou SG). A fase haplotipica foi determinada para cada individuo e transformada
num modelo de trés genotipos (L1L1: LALA; L1S1: LALG+LASA+LASG; S1S1:
LGSA+SASA), esquematizados na Tabela 1V.
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Tabela 1V: Hapl6tipos 5-HTTLPR/rs25531 e fase haplotipica determinada para os individuos estudados,
incluindo grupos considerados de acordo com niveis de expressdo génica.

Haplétipos 5-HTTLPR/rs25531 N (%)
Haplotipos
LA 197 (51.0)
LG 20 (5.2)
SA 168 (43.5)
SG 1(0.3)
Haplotipos agrupados (Clustered)
LA 197 (51.0)
LG+SA+SG 189 (49.0)
Fase haplotipica
LALA 51 (26.4)
LALG 11 (5.7)
LASA 83 (43.0)
LGSA 9 (4.7)
SASA 38 (19.7)
LASG 1 (0.5)
Fase haplotipica agrupada
L1L1 (LALA) 51 (26.4)
L1S1 (LASA/LALG/LASG) 95 (49.2)
S1S1 (SASA/SASG/LGSA/LGLG) 47 (24.4)
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3.2 Associagao entre polimorfismos do gene 5-HTT e maus tratos infantis

Com o objetivo de testar uma possivel associacédo entre genotipos do polimorfismo 5-
HTTLPR (LL, LS e SS), rs25331 e haplétipos agrupados por eficacia de transcricdo (cluster)
com maus tratos infantis (MT]I), quanto a sua presenca (1) ou auséncia (0), foi aplicado o teste
do qui - quadrado (x%) considerando a amostra total e estratificada por sexo. N&o foram
encontrados resultados estatisticamente significativos (P>0,05) para nenhum dos grupos

considerados (amostra total, sexo masculino e sexo feminino).

Quando agrupados os gendtipos LS e SS, também ndo foram encontrados resultados
estatisticamente significativos, embora no sexo masculino o polimorfismo 5-HTTLPR tenha
mostrado um resultado proximo da significancia (P=0,08). A tabulacdo cruzada pode ser
observada na Tabela V, na qual é visivel a percentagem da frequéncia dos genotipos LL e
LS/SS por MTI. Nota-se que nos individuos que sofreram MTI (1) os gendtipos LS e SS
mostram uma frequéncia de 73% e nos individuos que ndo sofreram MT]I (0) a frequéncia é

de apenas 55,6%.

Tabela V: Tabulacao cruzada com a frequéncia de individuos masculinos genotipados para o
polimorfismo 5-HTTLPR por maus tratos infantis.

Genétipos 5-HTTLPR

LL LS/SS Total
0 N 28 35 63
MTI % 44,4 55,6 100
1 N 10 27 37
% 27,0 73,0 100
Total N 38 62 100
% 38,0 62,0 100

MT]I (maus tratos infantis), 0: sem maus tratos infantis; 1: com maus tratos infantis.
N, nimero de individuos.

Se considerarmos os haplétipos 5-HTTLPR-rs25331 agrupados segundo os niveis de
expressao génica (cluster), ao agrupar o genotipo L1S1 com o gendtipo S1S1 ndo foram
encontrados resultados estatisticamente significativos na amostra total ou estratificada por

sexo (P>0,05). No entanto, nos individuos masculinos (P=0,31), é possivel observar a
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tendéncia anterior de frequéncias superiores em individuos com MTI=1 em comparacao a
MTI=0 (Tabela VI): nos individuos que sofreram MTI os gendtipos L1S1/S1S1 mostram uma

frequéncia de 75% e nos individuos que ndo sofreram MTI a frequéncia é de 65%.

Tabela VI: Tabulacao cruzada com a frequéncia de individuos masculinos genotipados para os genétipos
5-HTTLPR/rs25531 por maus tratos infantis.

Genotipos Cluster Total
L1L1 L1S1/S1S1
N 22 41 63
MTI 0 % 34,9 65,1 100
1 N 9 27 36
% 25,0 75,0 100
N 31 68 99
Total
% 31,3 68,7 100

MTI (maus tratos infantis), 0: sem maus tratos infantis; 1: com maus tratos infantis.
N, nimero de individuos.
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Mean SCORE_AGR

3.3 Associagao dos polimorfismos do gene 5-HTT com 0 comportamento

agressivo

Foi analisada a associacdo entre os genotipos dos polimorfismos 5-HTTLPR e
rs25531 e haplotipos agrupados por eficicia de transcricdo (cluster) com o score de
agressividade.

Considerando a amostra total, os testes realizados revelaram um valor de P ndo
significativo (P>0,05), mostrando que a distribuicdo do score de agressividade pelos
diferentes gendtipos dos polimorfismos 5-HTTLPR, rs25531 e cluster é semelhante na
populacdo total, como pode ser observado na Figura 6, com a média obtida para o score de
agressividade por geno6tipo. No entanto, verificam-se para 0s gendtipos AG e S1S1 scores de
agressividade mais elevados.

Figura 6: Média do score de agressividade distribuida pelos diferentes genotipos 5-HTTPLR. A

P=0,13 P=0,11 P=0,34 T
T L
] - P e L
. T
: 1
0,23 0,20 0,21 0,20 0,29 | 0,22 0,19 0,23
(x0,03)| [(£0,03)| |(+0,06) (x0,02) (+0,06) (+0,03) |(+0,03) |(+0,06)

Ls ah AG Ll us s1s1
LPR RS26531 CLUSTER

comparacao da distribuicdo do score de agressividade pelos genétipos 5-HTTLPR e cluster foi feita com o
teste de Kruskal-Wallis e para o SNP rs25531 pelo teste de Mann-Whitney.

Foi também analisada por sexos a associagdo entre 0s genétipos dos polimorfismos 5-
HTTLPR e rs25531 e cluster com o score de agressividade, continuando a ndo se verificarem
diferencas estatisticamente significativas para qualquer dos sexos (P>0,05) (Figura 7). No
entanto, nota-se que nos homens existe uma tendéncia para um aumento dos scores de
agressividade nos individuos com os genotipos LS e SS para o polimorfismo 5-HTTLPR, AG
para 0 SNP rs25531 e L1S1 e S1S1 para o cluster.
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Figura 7: Média do score de agressividade distribuida pelos diferentes genotipos 5-HTTPLR, rs25531 e
cluster em individuos masculinos (M) e femininos (F). A comparacao da distribuicao do score de
agressividade pelos genétipos 5-HTTLPR e cluster foi feita com o teste de Kruskal-Wallis e para o SNP
rs25531 pelo teste de Mann-Whitney.

Procurou-se também a existéncia de relacdo entre o score de agressividade e 0s
gendtipos estratificando a amostra em individuos com ou sem maus tratos infantis (MTI),
para a amostra total e diferenciada por sexo. Considerando o reduzido nimero de individuos
para a classe genotipica SS nos grupos estratificados por MTI, foram agrupados os individuos
com os gendtipos LS/SS para o polimorfismo 5-HTTLPR e L1S1/S1S1 para o cluster.

Para o polimorfismo 5-HTTLPR e na amostra total, verifica-se que, nos individuos
gue ndo sofreram maus tratos infantis (MTI=0), existe significancia estatistica (P=0,007)
entre os genotipos 5-HTTLPR e o score de agressividade, com o gendtipo LL a mostrar o
score mais elevado (média=0,24) relativamente aos genotipos agrupados LS/SS
(média=0,15). Por outro lado, nos individuos que reportam maus tratos infantis (MTI=1) ndo
existe significancia estatistica na correlacdo entre o score de agressividade e o polimorfismo
5-HTTLPR (P=0,79), havendo no entanto scores de agressividade mais elevados para 0s
gendtipos LS/SS (média=0,28) relativamente ao genotipo LL (média=0,21) (Figura 8).

Para o sexo masculino ndo foi encontrada significancia estatistica entre o score de
agressividade e o polimorfismo 5-HTTLPR sem (P= 0,12) e com (P=0,39) MTI. Verifica-se,
no entanto, que no grupo com MTI o score de agressividade & superior para 0s genotipos
LS/SS (média=0,46) em relacdo ao gendtipo LL (média=0,27) (Figura 8).

Para os individuos do sexo feminino, também ndo foram encontrados resultados
significativos para MTI=0 (P=0,55) e para MTI=1 (P=0,87) comparando os genotipos LL vs.
LS/SS. Verifica-se, no entanto, que o gendétipo LL mostra os scores mais elevados quer para
MTI1=0 quer para MTI=1.
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Figura 8: Médias do score de agressividade e valores P de comparacao da distribuicédo dos scores pelos
diferentes genétipos do 5-HTTPLR na amostra total e estratificada por sexo (M = masculino; F =
feminino), na presenca (1) e auséncia (0) de maus tratos infantis. A comparagéo de scores entre 0s
gendtipos foi feita pelo teste de Mann-Whitney.

Para 0 SNP rs25531, a comparacdo da distribuicdo do score entre 0s genotipo AA
versus AG, para a amostra total e estratificada por sexo revelou resultados ndo
estatisticamente significativos (P>0,05) quando considerados os grupos de individuos com
MTI=0 e MTI=1 (Figura 9).
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Figura 9: Médias do score de agressividade e valores P de comparacéo da distribuigdo dos scores pelos
diferentes genotipos rs25531 na amostra total e estratificada por sexo (M = homens; F = mulheres), na
presenca (1) e auséncia (0) de maus tratos infantis. A comparacéo de scores entre 0s gendtipos foi feita
com o teste de Mann-Whitney.

Para o cluster (agrupando os haplotipos 5-HTTLPR-rs25531 por eficacia de
transcricdo) (Figura 10) e para a amostra total, verifica-se, nos individuos que ndo sofreram
maus tratos infantis (MTI=0), que existe significancia estatistica (P=0,02) entre 0s genotipos

5-HTTLPR/rs25531 e o score de agressividade, com o gendtipo L1L1 a mostrar o score mais
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elevado (média=0,24) relativamente ao grupo de genétipos L1S1/S1S1 (média=0,16). Por
outro lado, nos individuos que reportam maus tratos infantis (MTI=1) ndo existe significancia
estatistica na correlacdo entre o score de agressividade e os gendtipos 5-HTTLPR/rs25531
(P=0,55), registando-se scores de agressividade mais elevados para os genoétipos L1S1/S1S1

(média=0,28) relativamente ao genotipo L1L1 (média=0,18) (Figura 10).

Para o sexo masculino ndo foi encontrada significancia estatistica entre o score de
agressividade e os genotipos 5-HTTLPR/rs25531: P=0,40 para MTI=0 e P=0,35 para MTI=1.
Verifica-se, no entanto, que no grupo com MTI=1, o score de agressividade é superior para 0s
genotipos L1S1/S1S1 (média=0,45) em relacdo ao gendtipo L1L1 (média=0,26) (Figura 10).

Para os individuos do sexo feminino, também ndo foram encontrados resultados
significativos quando a amostra foi estratificada por maus tratos infantis: para MTI=0
(P=0,15) e para MTI=1 (P=0,90). Continua a verificar-se que a média de score de
agressividade € superior nos genotipos L1S1/S1S1 (média=0,14) em relacdo ao gendtipo
L1L1 (média=0,11) para MTI=1 (Figura 10).
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Figura 10: Médias do score de agressividade e valores P de comparagdo da distribuicao dos scores pelos
diferentes genotipos do cluster 5-HTTPLR/rs25531 na amostra total e estratificada por sexo (M =
masculino; F = feminino), na presenca (1) e auséncia (0) de maus tratos infantis. A comparacéo de scores
entre os gendtipos foi feita pelo teste de Mann-Whitney.

A Tabela VII mostra a distribuicdo da media do score de agressividade e do nimero
de individuos para os diferentes gendtipos dos polimorfismos 5-HTTLPR, SNP rs25531 e

cluster na amostra total e estratificada por sexo.
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Tabela VII: Distribuicao dos diferentes genotipos e médias do score de agressividade para 0s
polimorfismos estudados.

Gendtipos
Polimorfismos N total 11 12 22
N Média N Média N  Média
5-HTTLPR Total 201 63 0,232 98 0,200 40 0,210
Masculino 100 38 0,297 48 0,325 14 0,393
Feminino 91 25 0,132 50 0,080 26 0,112
rs25531 Total 198 177 0,201 21 0,291
Masculino 102 89 0,313 13 0,385 )
Feminino 99 91 0,096 8 0,138
Cluster Total 196 52 0,217 96 0,198 48 0,229
Masculino 96 31 0,281 48 0312 20 0,395
Feminino 97 21 0,124 48 0,077 28 0,111

Alelos: 5- HTTLPR 11: LL; 12: LS; 22: SS; SNP rs25531 11: AA; 12: AG; 22: GG; Cluster 11: L1L1; 12:L.1S1;
22: SS.
N, nimero de individuos.

A Tabela VIII mostra a distribuicdo da média do score de agressividade e do niumero
de individuos para os diferentes genotipos dos polimorfismos 5-HTTLPR, SNP rs25531 e

cluster na amostra total e estratificada por sexos e na auséncia de maus tratos infantis.

Tabela VIII: Distribuicdo dos diferentes gendtipos e médias do score de agressividade para o0s
polimorfismos estudados na amostra sem maus tratos infantis (MTI1=0).

Gendtipos
Polimorfismos N total 11 12 22
N Média N Média N Média
5-HTTLPR Total 123 42 0,243 55 0294 26 0,619
Masculino 63 28 0,045 24 0,058 11 0,136
Feminino 60 14 0,044 31 0,067 15 0,080
rs25531 Total 121 108 0,174 13 0,239
Masculino 63 53 0,270 10 0,310 )
Feminino 58 55 0,818 3 0
Cluster Total 120 34 0,235 55 0,146 31 0,177
Masculino 63 22 0,210 26 0,256 15 0,287
Feminino 57 12 0,133 29 0,045 16 0,075

Alelos: 5- HTTLPR 11: LL; 12: LS; 22: SS; SNP rs25531 11: AA; 12: AG; 22: GG; Cluster 11: L1L1; 12:L.1S1;
22: SS.
N, nimero de individuos.
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A Tabela IX mostra a distribuicdo da média do score de agressividade e do numero de
individuos para os diferentes genotipos dos polimorfismos 5-HTTLPR, SNP rs25531 e cluster

na amostra total e estratificada por sexos e na presenca de maus tratos infantis.

Tabela IX: Distribuicao dos diferentes genotipos e médias do score de agressividade para os
polimorfismos estudados na amostra com maus tratos infantis (MTI=1).

Genotipos
Polimorfismos N total 11 12 22
N Média N Média N  Média
5-HTTLPR Total 78 21 0,210 43 0281 14 0,271
Masculino 37 10 0270 24 0425 3 0,700
Feminino 41 11 0,155 19 0,100 11 0,155
rs25531 Total 77 69 0,244 8 0,375
Masculino 36 33 0,382 3 0,633 )
Feminino 41 36 0,117 5 0,200
Cluster Total 76 18 0,183 41 0,268 17 0,324
Masculino 36 9 0,256 22 0,391 5 0,720
Feminino 40 9 0,112 19 0,26 12 0,158

Alelos: 5- HTTLPR 11: LL; 12: LS; 22: SS; SNP rs25531 11: AA; 12: AG; 22: GG; Cluster 11: L1L1; 12:L1S1;
22: SS.
N, nimero de individuos;
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4. Polimorfismo VNTR do gene MAOA
4.1 Frequéncias alélicas e genotipicas

Na tabela X encontram-se discriminados os diferentes gendtipos do VNTR localizado
na regido promotora do gene MAOA que foram identificados na amostra populacional
estudada. E possivel observar as frequéncias genotipicas e alélicas em homens e mulheres.
N&o existe desvio significativo ao Equilibrio de Hardy-Weinberg na populacdo feminina
(P=0,20).

Tabela X: Frequéncias genotipicas e alélicas na populacéo estudada para o polimorfismo no gene MAOA.

Genotipo N  Frequéncia (%)
Homens 97

5R 1 1,33
4R 66 68,04
3R 30 30,93

Mulheres 103

4R-4R 42 40,78
3R-4R 42 40,78
3R-3R 14 13,59
3.5R-4R 3 2,91
3R-R 2 1,94
P WHE = 0,20

Alelos
5R 2 0,97
4R 129 62,62
3.5R 3 1,45
3R 72 34,95

P HWE: Valor P exato do Equilibrio de Hardy-Weinberg.

4.2 Associacao do gendtipo com maus tratos infantis

Para avaliar a associagdo dos genotipos do polimorfismo VNTR do gene MAOA com
presenca de maus tratos infantis (MTI) ndo foram considerados os gendétipos com um N
reduzido. Assim, nos homens ndo foi considerado o gendtipo 5R (N=1) e nas mulheres o
genotipo 3R-5R (N=2). Ao realizar o teste do qui - quadrado para testar a associagdo aos
maus tratos infantis obtiveram-se valores de P estatisticamente ndo significativos, quer nos
homens (P=0,396) quer nas mulheres (P= 0,368).
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4.3 Associacao do gendtipo com score de agressividade

Para testar a associagdo dos gendtipos MAOA com os scores de agressividade por
sexo, 0s genotipos foram agrupados em funcdo da sua atividade transcricional de acordo com
0 que esta descrito na literatura: alelos 2R e 3R com menos atividade transcricional em
relacdo aos alelos 3.5R e 4R. Assim, nos homens, foram comparados para a distribuicdo de
scores de agressividade os gen6tipos 3R vs. 4R e nas mulheres 0 3R-3R vs. conjunto 4R-4R /
3R-4R / 3.5R-4R.

Quando se comparou a distribuigcdo do score de agressividade entre os dois grupos de
genotipos, a andlise estatistica revelou nos homens um valor de P=0,90 e nas mulheres um
valor de P=0,08, préximo da significancia, mostrando os genotipos de maior atividade

transcricional niveis mais elevados de score de agressividade (0,11 vs. 0,04) (Figura 11).

P=0,90 T P=0,08
125 T

—
|_

I
100+
& 0,04
<, (x0,02)
&
] 0754
Q 204
w
032 032 T 0,11
(+0,04) (+0,06) ‘ (x0,02)
104
0254
000 T T
3R 4R 3R3R 4R4R
4R3R
4R3,5R

Figura 11: Médias do score de agressividade nos diferentes grupos de genétipos do polimorfismo VNTR
do gene MAOA agrupados em fun¢do da sua atividade transcricional nos individuos do sexo masculino
(M) e feminino (F). A comparagéo de scores entre os gendtipos foi feita pelo teste de Mann-Whitney.
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A Tabela XI mostra a distribuicdo dos diferentes genotipos e médias do score de
agressividade para o genotipo do polimorfismo VNTR do gene MAOA na amostra estudada e

a associacao entre 0s gendtipos e score de agressividade.

Tabela XI: Distribuicéo dos diferentes gen6tipos e médias do score de agressividade para o polimorfismo
VNTR do gene MAOA e associacdo entre os genotipos e score de agressividade.

Sexo Genotipos N Média P
3R 30 0,323 0,90
Homens 4R 66 0,324
3R-3R 14 0,429 0,08
Mulheres 4R-4R | 3R-4R/ 84 0,110
4R-35R

Valor de P de comparagdo de scores entre 0s gendtipos obtidos pelo teste de Mann-Whitney.

40



O score de agressividade foi ainda comparado entre os grupos de genotipos para o
polimorfismo VNTR-MAOA considerando a presenca ou auséncia de maus tratos infantis
(MTI).

Para o grupo masculino, ndo se verificaram resultados estatisticamente significativos
para MTI=0 (P=0,97) e MTI=1 (P=0,85) quando se comparou o genétipo 3R com 4R (Figura
12).
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Figura 12: Média do score de agressividade nos diferentes genétipos do polimorfismo VNTR do gene da
MAOA nos individuos do sexo masculino, estratificada pela presenca ou auséncia de maus tratos infantis.
0: auséncia de maus tratos infantis; 1: presen¢a de maus tratos infantis.

A comparacao de scores entre 0s gendtipos foi feita pelo teste de Mann-Whitney.
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Nas mulheres

também

ndo foram encontrados resultados estatisticamente

significativos quer no grupo MTI=0 (P=0,33) quer no grupo MTI=1 (P=0,17) quando

comparados 0s grupos de genotipos 3R-3R versus o conjunto 4R-4R/4R-3R/4R-3.5R,

notando-se no entanto maiores valores de score nas mulheres com o conjunto de genoétipos de

niveis mais elevados de atividade transcricional (Figura 13).
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Figura 13: Média do score de agressividade nos diferentes gen6tipos do polimorfismo VNTR do gene da
MAOA agrupados em funcéo da sua atividade transcricional em individuos do sexo feminino, estratificado
pela presenga ou auséncia de maus tratos infantis.
0: auséncia de maus tratos infantis; 1: presenca de maus tratos infantis.

A comparacao de scores entre 0s gen6tipos foi feita pelo teste de Mann-Whitney.
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Este estudo examinou associa¢do de polimorfismos localizados nos genes 5-HTT e
MAOA com maus tratos infantis bem como com niveis de agressividade, numa amostra de

jovens adultos da populacdo portuguesa.

Como previsto verificou-se que o score de agressividade em individuos do sexo
masculino é superior ao obtido no sexo feminino, corroborando uma maior tendéncia por
parte dos homens para manifestar comportamentos agressivos quando comparados as
mulheres (Wilson e Daly, 1985; Craig e Halton, 2009). Este comportamento poderad ser
explicado pelos diferentes niveis da hormona testosterona: no estudo de Ehrenkranz e
colaboradores (1974) foi demonstrado que prisioneiros agressivos possuiam uma maior
concentracdo de testosterona plasmatica do que prisioneiros nao agressivos. O
comportamento antissocial € mais comum nos homens do que nas mulheres, existindo no
entanto trés excecgdes a esta regra: a) durante a puberdade feminina; b) ambos 0s sexos tém
comportamentos antissociais semelhantes nas suas ofensas relacionadas com &lcool ou
drogas; e c) em relacBes intimas, quando a violéncia feminina se compara a masculina
(Moffitt et al., 2001).

As diferencas entre os géneros podem ser explicadas por duas teorias. A primeira, a
teoria biologica, considera as diferencas relacionadas com o género como produto das
diferencas temperamentais inatas entre 0s sexos e que evoluiram por selecdo natural. A
psicologia evolutiva prevé que os sexos diferem em dominios que tenham encontrado
diferentes problemas adaptativos ao longo da sua histéria evolutiva (Buss, 1995). Esta
explicacdo aponta para diferencas hormonais e 0s seus efeitos na disposi¢éo e personalidade,
e para as diferencas ligadas ao sexo na predisposicdo para a psicopatologia (Junior et al.,
2001). A segunda teoria, a teoria da psicologia social, aborda as diferencas entre géneros de
uma forma mais direta e proximal. O modelo do papel social na diferenca entre 0s sexos
explica que a maioria das diferencas de género resulta da adogdo de papéis dos géneros que

definem as condutas apropriadas para homens e mulheres (Eagly, 1987).

1. Associagédo dos polimorfismos nos genes 5-HTT e MAOA com maus tratos

infantis

Quando estudada a possivel associacdo entre os genoétipos dos polimorfismos 5-
HTTLPR, rs25531 e haplétipos agrupados por eficdcia de transcricdo e a presenca ou

auséncia de maus tratos infantis, ndo foram encontrados resultados estatisticamente
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significativos quer na populacdo geral quer estratificada por sexo, embora no sexo masculino
seja obtido um valor P préximo da significancia (P=0,08) para o polimorfismo 5-HTTLPR
quando se agrupou os gendtipos LS e SS: a frequéncia do conjunto dos dois gendtipos LS/SS
em individuos que sofreram maus tratos infantis é superior (73,0%) a registada em individuos
que ndo vivenciaram maus tratos (55,6%). O mesmo padrdo é observado para os haplétipos 5-
HTTLPR-rs25331 agrupados segundo os niveis de expressdao génica (cluster): no sexo
masculino é possivel observar que nos individuos que sofreram maus tratos infantis os
gendtipos L1S1/S1S1 mostram uma frequéncia superior (75%) em relacdo aos individuos que

néo sofreram maus tratos infantis (65%).

Podemos levantar assim a hipotese de que os gendtipos com o alelo S possam conferir
alguma vulnerabilidade a maus tratos infantis. De facto, Landaas e colaboradores (2010)
encontraram uma relacdo entre o alelo S do polimorfismo 5-HTTLPR e a Perturbacdo de
Hiperatividade e Défice de Atencdo, verificando-se neste estudo uma sobre representacdo do
alelo S na amostra estudada. Acredita-se que devido ao comportamento antissocial e
desinibido das criancas portadoras deste transtorno, estas se encontrem sob um maior risco de

sofrerem maus tratos infantis (De Sancti et al., 2012).

Relativamente ao gene MAOA néo foram encontrados valores significativos quando se
analisou a associacdo com maus tratos infantis, quer nos homens quer nas mulheres,
mostrando os gendtipos de baixa e de alta atividade frequéncias semelhantes em individuos

com e sem maus tratos infantis.

2. Associagdo dos polimorfismos nos genes 5-HTT e MAOA com 0

comportamento agressivo.

Para examinar a associacdo dos polimorfismos no gene 5-HTT com niveis de
agressividade, foram analisados os polimorfismos 5-HTTLPR, rs25531 e respetivos
haplotipos agrupados por eficdcia de transcricdo quanto a distribuicdo do score de
agressividade pelos diferentes gendtipos, na amostra total e estratificada por sexo e,
seguidamente, na presenc¢a ou auséncia de maus tratos infantis também para a populacéo total

e estratificada por sexo.
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Quando comparados os diferentes gendétipos para os polimorfismos do gene 5-HTT
quanto a distribuicdo de scores de agressividade, ndo foram encontrados valores
estatisticamente significativos quer na amostra total quer por sexo. Verifica-se, no entanto,
que no sexo masculino para o polimorfismo 5-HTTLPR e cluster (gendtipos 5-
HTTLPR/rs25531 agrupados por eficiéncia de transcri¢do) existem niveis mais elevados de
agressividade nos genotipos LS / SS relativamente ao genotipo LL, e L1S1 / S1S1 em
comparacdo com o genotipo L1L1.Estes dados estdo de acordo com estudos prévios que
mostram existir uma associacdo entre o alelo S do polimorfismo 5-HTTLPR e um elevado
comportamento agressivo (Beitchman et al., 2006; Haberstick et al., 2006) ou conduta
disruptiva (Sakai et al., 2006).

A literatura mostra que o aumento da eficacia de transcricdo do genotipo LL, ou mais
especificamente LALA, aparenta resultar numa maior recaptacdo por parte das células
serotoninérgicas reduzindo a quantidade de serotonina sindptica disponivel e
consequentemente reduzindo o risco de comportamento antissocial ou agressivo (Ficks et al.,
2014). No entanto, existem estudos que ndo replicam estes resultados (Sakai et al., 2007,
Vassos et al., 2013) e outros que mostram uma associacdo da forma longa do polimorfismo 5-
HTTLPR ao comportamento agressivo (Aslund et al., 2013).

Quando se comparam o0s genotipos do polimorfismo 5-HTTLPR, LL vs. conjunto
LS/SS, na auséncia de maus tratos infantis, verifica-se que existem niveis superiores de
agressividade no genétipo LL, quer para a amostra total (P=0,007) quer por sexos. O mesmo
padrdo de niveis de agressividade € observado quando os haplétipos 5-HTTLPR/rs25531 sdo
agrupados segundo o nivel de expressdo genica (cluster) quer para a amostra total (P=0,02)

(Uer por sexos.

No entanto, na presenca de maus tratos infantis, o oposto ¢ verificado na amostra total
e na amostra masculina, a verificarem-se os niveis elevados de agressividade nos genotipos
LS/SS. E quando se agrupam os haplétipos 5-HTTLPR/rs25531 segundo o seu nivel de
expressao génica (cluster) e observavel a mesma tendéncia de scores de agressividade mais
elevados para o conjunto L1S1/S1S1 em comparagédo a L1L1, quer na amostra total quer nos
sexos masculino e feminino, embora néo se registem valores de associagdo estatisticamente

significativos.
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Assim, os resultados indicam que o alelo L parece ter uma caracteristica protetora

quando existem maus tratos infantis mas prejudicial quando estes maus tratos néo existem.

Esta tendéncia de scores de agressividade diferentes entre os portadores do alelo S (ou
S1) de acordo com a presenga ou auséncia de maus tratos infantis observada no presente
estudo esta de acordo com um numero consideravel de investigagdes que tém vindo a mostrar
uma forte associacdo entre o alelo S do polimorfismo HTTLPR e uma suscetibilidade ao
ambiente em adolescentes e criancas, mostrando que os portadores deste alelo sdo mais
suscetiveis a ambientes negativos e beneficiam mais quando sujeitos a condi¢cdes ambientais

positivas (van ljzendoorn et al., 2012).

O polimorfismo VNTR do gene MAOA foi igualmente estudado, por generos, quanto
a sua relacdo com scores de agressividade, comparando gendtipos com diferentes niveis de
atividade transcricional para a amostra total e seguidamente quanto a presenca ou auséncia de

maus tratos infantis.

N&o foi encontrada uma relacdo estatisticamente significativa entre os scores de
agressividade e os genétipos VNTR-MAOA, quer no sexo masculino quer no sexo feminino.
No entanto, nos individuos do sexo feminino é encontrado um valor P préximo da
significancia (P=0,08) com os gendtipos de maior atividade transcricional (com os alelos 4R
ou 3.5R) a apresentarem um score mais elevado de agressividade do que o genétipo de baixa
atividade (3R-3R). Os dados da literatura referem que nas mulheres os resultados da
associacdo dos gendtipos MAOA com a agressao sdo heterogéneos e contraditorios (Sjober et
al., 2007; Aslund et al., 2011). Assim o papel desempenhado pelo gene MAOA no

comportamento antissocial em mulheres continua por esclarecer.

Considerando a presenca de maus tratos infantis, a mesma tendéncia de um score de
agressividade superior em genotipos de alta atividade foi verificado quer nos homens quer nas
mulheres. Na amostra feminina a distribuicdo elevada do score de agressividade manteve-se

nos genotipos de alta atividade também na auséncia de maus tratos infantis.

Deste modo, os nossos dados ndo estdo de acordo com o que esta descrito na maioria
da literatura que mostra que os alelos de baixa atividade transcricional do gene MAOA, na
presenca de maus tratos infantis, se encontram associados a niveis superiores de

comportamentos agressivos (Caspi et al., 2002; Widom e Brzustowics, 2006; Kim-Cohen et
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al., 2006). No entanto, outros estudos mostram que individuos masculinos com genétipos de
alta atividade (3.5R, 4R e 5R) de transcri¢do do gene possuem um pequeno mas significante
risco de comportamentos antissociais em comparacdo com individuos portadores de
gendtipos de baixa atividade de transcricdo (3R) (Sjoberg et al., 2007; Beitchman et al., 2004;
Manuck et al., 2000).

De uma forma geral, os resultados de estudos em genética comportamental na infancia
e adolescéncia sugerem que os fatores genéticos tém um papel na etiologia da agressao
(DiLalla, 2002). Archenbach e Edelbrock (1984) criaram a Childhood Behavior Checklist
para testar os niveis de agressividade parental. Consiste numa medida com varias escalas que
abrange sindromes de infancia como a depressdo, a agressao e a delinquéncia. Usando esta
medida Ghodsian - Carpey e Baker (1987) observaram o nivel de agressividade maternal em
gémeos dos quatro aos sete anos de idade e descobriram que a vasta maioria da variancia
destes comportamentos (94%) poderia ser explicada por fatores genéticos. Uma contribuicéo
genética substancial foi igualmente encontrada noutros dois estudos usando gémeos
(Edelbrock et al., 1995; Eley et al., 1999).

O efeito genético da agressdo aparenta ndo operar em isolamento e pode ser moderado
por diferencas de género, bem como pela interacdo com fatores ambientais adversos
(Blonigen e Krueger, 2006 in Nelson, 2006). Assim, € da maior importancia a realizacdo de
futuros estudos sobre agressividade que abordem a hereditariedade de tracos agressivos ao
estudar o ambiente em que os individuos cresceram, bem como 0s comportamentos e genética

da sua familia bioldgica.

No seguimento do estudo do polimorfismo VNTR do gene MAOA ndo foi identificado
o alelo 2R na amostra, 0 que esta de acordo com os dados da genética populacional, na
medida em que € um alelo raro, mais frequente em individuos afro-americanos (5,5%) do que
caucasianos (0,1%) (Beaver et al., 2013). Também é o alelo deste polimorfismo que se
encontra associado a maiores niveis de agressdo e delinquéncia auto reportados. Na amostra
estudada apenas foi identificado um individuo do sexo masculino com um genotipo 5R e dois
individuos do sexo feminino heterozigéticos 3R-5R, pelo que ndo foram considerados nos
testes de associagdo e portanto ndo foi possivel realizar compara¢Ges com a literatura no
sentido de considerar estes genotipos como de baixa atividade (Guo et al., 2008) ou de alta
atividade transcricional (Caspi et al., 2002).
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Conclusao






No estudo da associacdo entre os gendtipos dos polimorfismos 5-HTTLPR e
haplotipos 5-HTTLPR/rs25531 agrupados por eficacia de transcricdo com o score de
agressividade, embora ndo se tenha obtido significancia estatistica, € observavel na amostra
masculina uma tendéncia para niveis de agressividade superiores nos genotipos LS e SS
relativamente a LL, e L1S1 e S1S1 relativamente a L1L1.Estes dados estdo de acordo com
estudos anteriores que mostram que o alelo S do polimorfismo 5-HTTLPR se encontra

associado a agressividade, impulsividade e desordens comportamentais.

Este trabalho mostrou também os gendtipos LS/SS e L1S1/S1S1 com scores mais
elevados de agressividade na presenca de maus tratos infantis. O inverso foi observado
quando ndo existem maus tratos infantis, observando-se um score de agressividade mais
elevado nos genotipos LL e L1L1. Esta tendéncia de scores de agressividade diferentes de
acordo com a presenca ou auséncia de maus tratos infantis estd de acordo com estudos
anteriores que tém vindo a mostrar uma associacdo entre o alelo S do polimorfismo 5-
HTTLPR e uma suscetibilidade ao ambiente, mostrando que os portadores deste alelo sdo

mais suscetiveis a ambientes negativos.

Considerando os dados obtidos, novos estudos para a compreensdo da relacdo entre o

polimorfismo 5-HTTLPR e o comportamento agressivo sao da maior importancia.

Os resultados do estudo do polimorfismo VNTR do gene MAOA apresentam uma
tendéncia para um score de agressividade superior em genotipos de alta atividade de
transcricdo, tanto na presenga como na auséncia de maus tratos infantis no sexo feminino e na
presenca de maus tratos infantis no sexo masculino. Estes resultados sdo opostos aos obtidos
na maioria dos estudos anteriores. Futuros estudos deverdo ter como objetivo compreender o

mecanismo de dosagem MAOA em individuos do sexo feminino.

O principal problema de uma amostra pequena é a falta de poder estatistico (low
statistical power) o que pode explicar a auséncia de resultados estatisticamente significativos
no nosso estudo da associacdo entre os polimorfismos dos genes 5-HTT e MAOA e 0s niveis
de agressividade. De igual forma, o uso de um grupo controlo com individuos com
comportamentos agressivos comprovados, como o caso de reclusos, seria uma mais-valia para
0 estudo da interacdo gene-ambiente e na compreensdo da frequéncia alélica auxiliando

futuros estudos de genética comportamental. Estudos longitudinais em diferentes popula¢des
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providenciariam dados sobre as influéncias genéticas e ambientais numa determinada amostra
populacional e caso envolvam dados de pais e filhos providenciariam uma valiosa fonte de

conhecimento sobre o carater hereditario da agressividade e outras condutas antissociais.

Propde-se a realizagdo de estudos sobre a interagdo gene-ambiente na agressividade
numa amostra de grande tamanho que inclua ndo s6 os individuos mas também os seus pais
bioldgicos, de forma a testar a hereditariedade destes comportamentos. O estudo do seu
ambiente e das pressdes sociais que influenciam os individuos seria igualmente benéfico para
aprofundar a relacdo entre os comportamentos e a influéncia das normas sociais para ambos

0S Sexos.
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APENDICE I

Cc - FCTUC FACULDADE DE CIENCIAS
ETECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DE COIMBRA

Projeto de Investigacao: Estudo de variantes genéticas associadas a comportamentos

violentos.

Cddigo:

Inquérito

Este inquérito faz parte de um estudo cientifico realizado no &mbito de uma
dissertagdo do Mestrado em Evolucdo e Biologia Humanas da Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia da Universidade de Coimbra. Pretende-se investigar a possivel relagdo entre a
expressao dos genes Monoamina Oxidase A (MAOA) e Transportador da Serotonina
(SLC6A4) e comportamentos violentos, considerando também a influéncia de eventuais maus
tratos infantis.

Relembra-se que o inquérito € ANONIMO e solicita-se o seu preenchimento de forma
completa e verdadeira.

Idade: Sexo:

Naturalidade (Concelho/Distrito):

Por favor classifique as seguintes questdes consoante a chave que mais se adequa
quanto a sua frequéncia nos ultimos doze meses:

0= nunca;

1= uma ou duas vezes;

2= trés ou quatro vezes;

3= cinco ou mais vezes;
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1) Pratica ou praticou algum tipo de desporto de contacto (boxe; karaté; etc)?
2) Alguma vez entrou numa casa ou edificio para roubar algo?
3) Vende ou vendeu marijuana ou outras drogas?

3.1) Caso classifique a ultima questdo com a cota¢do 3, indique aproximadamente

guantas vezes?

4) ApoOs 0s seus 18 anos participou em algum tipo de luta fisica com alguma gravidade

(que inclua danos fisicos sérios)?

5) Alguma vez magoou alguém de forma grave o suficiente para necessitar de cuidado

médico? .

6) Usou ou ameagou usar uma arma branca para retirar algo a alguém?

7) Participou numa luta em que um grupo dos seus colegas se encontrava contra outro

grupo? .

8) Roubou algo de valor superior a 50 euros?

9) Tem ou teve interacdo com as autoridades relativamente a episodios de violéncia

que o/a envolvessem diretamente?

Responda as seguintes questdes relativamente a sua infancia, o esquema de

classificagcdo mantém-se, no entanto, o periodo de doze meses néo se aplica:

10) Durante a sua infancia foi vitima de abusos verbais pelos seus colegas e/ou

familiares?

11) Durante a sua infancia sofreu algum tipo de maus tratos fisicos pelos seus colegas

e/ou pais? :

68



12) Durante a sua infancia sofreu algum tipo de abuso sexual?

13) Durante a sua adolescéncia (10 aos 18 anos) pintou grafitis ou sinais na

propriedade de outrem ou num local publico?

14) Durante a sua adolescéncia danificou de forma deliberada a propriedade que néo

Ihe pertencia?

15) Durante a sua adolescéncia roubou algum objeto com o valor inferior a 50 euros?

Obrigado pela sua participacao!
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APENDICE II
CONSENTIMENTO INFORMADO

O presente formulario de Consentimento Informado diz respeito ao trabalho de
investigacdo “Relacdo entre o gene MAOA e comportamentos agressivos numa amostra
populacional Portuguesa” realizado no @mbito de uma dissertacdo do Mestrado em Evolugéo
e Biologia Humanas da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra.
Neste estudo, pretende-se investigar a relacdo entre o gene Monoamina Oxidase A (MAOA) e
o0 Transportador da Serotonina (SLC6A4) e comportamentos classificados como agressivos
ou violentos.

Solicita-se a sua colaboragédo no referido estudo para:

. Resposta a um inquérito anénimo;
. Recolha de uma amostra de células bucais para extragdo de ADN.

A participacdo no estudo é voluntéaria, pelo que tem o direito de recusar colaborar e/ou
interromper a sua participacéo no estudo a qualquer momento, sem que isso acarrete qualquer
consequéncia para si. Os dados obtidos serdo utilizados exclusivamente no ambito desta
investigacao, pelo que garantimos a sua confidencialidade e anonimato. Caso aceite colaborar
no estudo, agradecemos que assine o presente termo de consentimento.

Colocamo-nos a sua inteira disposicéo para esclarecer qualquer divida ou informacao
mais detalhada pelo telefone n® 239854105 do Departamento de Ciéncias da Vida da FCTUC,
ou por e-mail para sofiawas@antrop.uc.pt.

Obrigada pela sua colaboracao.

CONSENTIMENTO INFORMADO

Aceito de livre vontade submeter-me a uma recolha de células do epitélio bucal
destinada ao projeto de mestrado em Evolucgéo e Biologia Humanas: "Estudo de variantes
genéticas associadas a comportamentos violentos" da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia
da Universidade de Coimbra. Aceito igualmente responder a um inquérito anénimo.

Os resultados do estudo serdo utilizados para fins estritamente cientificos, divulgacéo
em Congressos ou Conferéncias e publicacdo em revistas cientificas, nacionais e/ou
internacionais.

Em momento algum sera divulgada a minha identidade no ambito do projeto.

Data: / /

Assinatura;
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APENDICE III

EXTRACQAO DE ADN/DNA COM FavorPrep ™ GENOMIC DNA MINI KIT
(FAVORGEN)
- CELULAS DA MUCOSA BUCAL-
PASSO 1: LISE
Colher células da mucosa bucal com zaragatoa/escova.
Suspender em 1ml de dH20 (num tubo de 1,5ml).
Centrifugar a 10.000 rpm (rotacGes por minuto) durante 3 minutos.
Eliminar sobrenadante.
Adicionar 200ul de FABG Buffer. Vortex (5 a 10 segundos).
Adicionar 20 pul de Prorteinase K; 56 2C, durante 1h.

PASSO 2: BINDING
Adicionar 200l de Etanol (96-100%). Vortex 10 seg.
Colocar coluna FABG em tubo de 2 ml. Transferir a mistura para a coluna. Centrifugar 5 min a

12.000 rpm. Esvaziar tubo e recolocar coluna.

PASSO 3 : LAVAGEM

Adicionar a coluna 400 ul de W1 Buffer. Centrifugar 1 min a 12.000 rpm. Esvaziar tubo e
recolocar coluna.

Adicionar a coluna 600 ul de Wash Buffer. Centrifugar 1 min a 12.000 rpm. Esvaziar o tubo e
recolocar coluna.

Centrifugar a 12.000 rpm durante 3 minutos.

PASSO 4 : ELUICAO

Transferir coluna FABG para o tubo colector de 1,5 ml.

Adicionar 50 pl de Elution Buffer a coluna (colocar cuidadosamente no centro da membrana)
para recolha de DNA/ADN.

Centrifugar 1 min a 12.000 rpm.

Guardar DNA/ADN a 42C ou -102C.
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APENDICE IV

Visualizacdo das bandas em géis de poliacrilamida apo6s digestdo com enzimas de
restricdo. De acordo com Budowle al., 1991.

e 1. Etanol 10%, em agitacdo durante 10 minutos;

e 2. Acido nitrico 1%, em agitacdo durante 5 minutos;

e 3. Agua destilada, duas vezes durante 30 segundos;

e 4. Nitrato de prata 0,2%, em agitacdo durante 20 minutos;
e 5. Agua destilada, duas vezes durante 30 segundos;

e 6. Carbonato de sodio 3% (100ml) e formaldeido 37% (20ul), em agitacao
durante 2 a 5 minutos;

e 7. Repetir passo 6 duas vezes.
e 8. Acido acético 10%, durante 30 segundos (paragem da reacao);

e 9. Lavagem com agua destilada.
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