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RESUMO

O neurotransmissor dopamina desempenha um papel importante na modulacéo executiva de tarefas
cognitivas, assim como em tarefas de memoria de trabalho. Apesar do sistema dopaminérgico ser
hereditario, pouco se sabe sobre a base genética da capacidade de meméria de trabalho visuoespacial
relacionada a ele. Portanto, estudos que associem loci génicos e fen6tipos a essa capacidade cognitiva
sdo essenciais para um melhor entendimento de como o sistema dopaminérgico se relaciona a memoria
de trabalho visuoespacial. Diante disso, o presente estudo teve como objetivo associar os polimorfismos
genéticos do sistema dopaminérgico DRD2/ANKK1-TAQ1A, SLC6A3 3’-UTR VNTR, SLC6A3 intron
8 VNTR e COMT Vall58Met ao desempenho na tarefa de meméria de trabalho visuoespacial e a
atividade neurofisioldgica do cortex frontal. Foram selecionados 149 voluntarios saudaveis, destros, do
sexo masculino e com idade média de 22,77 + 2,97 anos, faixa etaria entre 18 e 32 anos.
Concomitantemente ao desempenho da tarefa de memdria de trabalho visuoespacial foi analisado a
variavel neurofisioldgica do cortex frontal por meio da poténcia absoluta das bandas alfa e teta durante
0 EEG. As maiores frequéncias genotipicas para cada polimorfismo foram: 47% AZ2/A2 para o
DRD2/ANKK1-TaqlA; 54,20% 10R/10R para o SLC6A3 3’-UTR VNTR; 54,41% 6R/6R para o
SLC6A3 intron 8 VNTR,; e 44,3% A/G para o COMT Val158Met. Todos os polimorfismos encontram-
se em equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05). A analises da two-way mixed factorial ANOVA néo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os agrupamentos dos polimorfismos e o erro
ao detectar o alvo durante a tarefa de MT (p>0,05). No entanto, a regressao logistica binaria com base
nos agrupamentos de frequéncia do polimorfismo intron 8 VNTR em associagdo as varidveis espaciais
indicaram associagdo estatisticamente significativa para o Eixo X (plano horizontal) na tarefa de MT
(p=0,0001). As analises neurofisioldgicas por meio da three-way mixed factorial ANOVA mostraram
que diferentes grupos genotipicos para os polimorfismos estudados apresentaram variagdes na poténcia
absoluta das bandas alfa e teta em diferentes regiGes corticais (p<0,05). Diante dessas andlises,
evidencia-se que que a capacidade cognitiva, sob uma determinada tarefa de memdria de trabalho
visuoespacial pode estar relacionada com a genética do individuo.

Palavras-chaves: Eletroencefalografia, Memoria de trabalho, Dopamina e Polimorfismo genético.
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ABSTRACT

The neurotransmitter dopamine plays an important role in the executive modulation of cognitive tasks,
as well as in working memory tasks. Although the dopaminergic system is hereditary, still isn’t well
known about the genetic basis of visuospatial working memory capacity related to it. In view of this,
studies which associate genetic loci and phenotypes with this cognitive capacity are essential for a better
understanding of the process. Therefore, the objective of this study was to associate the genetic
polymorphisms DRD2/ANKK1-TAQLA, SLC6A3 3-UTR VNTR, SLC6A3 intron 8 VNTR and
COMT Val158Met to performance in the visuospatial working memory task and the neurophysiological
activity of the frontal cortex. A total of 149 healthy, right-handed male volunteers with a mean age of
22.77 + 2.97 years, aged between 18 and 32 years, were selected. Concomitantly to the performance of
the task of visuospatial working memory, the neurophysiological variable of the frontal cortex was
analyzed by means of the absolute power of the alpha and theta band. The highest genotype frequencies
for each polymorphism were: 47% A2/A2 for DRD2/ANKK1-TaglA; 54.20% 10R/10R for SLC6A3
3-UTR VNTR; 54.41% 6R/6R for the SLC6A3 intron 8 VNTR; and 44.3% A/G for the COMT
Val158Met. All polymorphisms are in Hardy-Weinberg equilibrium (p> 0.05). Analyses of the two-way
mixed factor ANOV A showed no statistically significant difference between polymorphism clusters and
the error in detecting the target during the MT task (p> 0.05). However, binary logistic regression based
on the frequency groupings of the VNTR intron 8 polymorphism in association with the spatial variables
indicated a statistically significant association for the X axis (horizontal plane) in the working memory
task (p = 0.0001). Neurophysiological analyzes through the three-way mixed factorial ANOVA showed
that different genotypic groups for the polymorphisms studied showed variations in the absolute power
of the alpha and theta band in different cortical regions (p<0.05). In the face of these analyzes, it is
evident that the cognitive capacity, under a given visuospatial work memory task, may be related to the
genetics of the individual.

Keywords: Electroencephalography, Working memory, Dopamine and Genetic polymorphism
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1. INTRODUCAO

O neurotransmissor dopamina (DA) pode desempenhar um papel importante na
modulacéo de processos envolvidos na memdria de trabalho (MT) e, de uma forma geral,
nas funcbes cognitivas associadas ao cortex pre-frontal. Contudo, pouco se sabe sobre a
base genética da capacidade cognitiva, a qual demonstrou ser altamente hereditéria.
Portanto, estudos no sistema dopaminérgico que envolvem receptores, transportadores,
enzimas que atuam na degradacdo da DA (GREENWOOD et al., 2013; GREENWOOD
& KELSOE, 2003), e polimorfismos genéticos associados a fenoétipos relacionados a
cognigdo (HINTERECKER et al., 2019; MARINHO et al., 2019; EL-HAGE et al., 2011),
s&0 promissores.

No Sistema Nervoso Central (SNC), a DA é recaptada por receptores
dopaminérgicos, sendo um deles o receptor de dopamina do tipo 2 (DRD2) (LEE et al.,
2007). Préximo ao gene DRD2, encontra-se 0 SNP rs1800497, conhecido como TaglA.
Esse polimorfismo caracteriza-se pela substituicdo de uma citosina (C) por uma timina
(T), que resulta na troca do aminoacido glutamina pela lisina no gene ANKK1. Dai
também ser conhecido como DRD2/ANKK1-TaqlA. Sua presenca leva a diminuicédo de
receptores do tipo D> de DA, e consequentemente a dificuldade no aprendizado
(SODERQVIST et al., 2013) e ao desempenho prejudicado em tarefa de MT visual
(BERRYHILL et al., 2013).

Indiretamente, o receptor do tipo D2 regula o transportador de dopamina (DAT),
o qual ativa as quinases de sinalizacdo extracelular 1 e 2, e aumenta a capacidade de
transporte do DAT (BOLAN et al., 2007). O DAT ¢ codificado pelo gene SLC6A3, cuja
principal funcédo é regular a sinalizacdo da DA por meio de sua recaptacdo em terminais
pré-sinapticos. Polimorfismos genéticos encontrados no gene SLC6A3, como 0s himeros
variaveis de 40 pb e 30 pb de repeti¢des em tandem (VNTR — variable number of tandem
repeats), na regido 3’ ndo traduzida (rs28363170), ¢ no intron 8 (rs3836790), promovem
uma variacdo na atividade do DAT, e consequentemente alteram a recaptacdo de DA
(AZEREDO et al., 2014; FEHER et al., 2014). Dessa forma, verifica-se que ha uma
alteracd@o nos processos de planejamento e execucéo de tarefas de MT e atencéo, e ainda
suscetibilidade ao risco de desordens neurolédgicas (HABAK et al., 2014; MAITRA et al.,
2014; GREENWOOD et al., 2013; BOLAN et al., 2007).

Um passo critico na determinacdo da sinalizacéo da DA é a sua remog&o do espacgo

extracelular, tanto via DAT quanto via degradagdo enzimética pela Catecol-O-
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Metiltranferase (COMT- Catechol-O-Methyltransferase) (BERTOLINO et al., 2006).
Nas vias de degradacdo dos neurotransmissores, a enzima COMT é responsavel por
catalisar a transferéncia de um grupo metil do substrato S-adenosilmetionina para as
catecolaminas, norepinefrina, epinefrina e DA (JASPAR et al., 2015). A enzima COMT
é codificada pelo gene COMT, e um polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP — single-
nucleotide polymorphism), frequentemente estudado nesse gene, é o Val158Met (rs4680)
(DEYOUNG et al., 2010). Individuos homozigotos para o alelo 158Met possuem
atividade enzimatica reduzida de trés a cinco vezes, quando comparados com portadores
com o alelo 158Val, o que resulta em menor degradacdo de DA no cértex pré-frontal e,
portanto, maior disponibilidade para que ela possa se ligar aos receptores (DICKINSON
& ANDELVEVAG, 2009). Consequentemente, portadores do alelo 158Val, mostram
maior envolvimento dos recursos corticais durante a MT (BIEDERMAN et al., 2008).

Para registrar a atividade elétrica no cortex cerebral, que corresponde ao fluxo de
informacdes processadas pelo cérebro em suas atividades, utiliza-se o
eletroencefalograma (EEG) (LUFT & ANDRADE, 2006). Sua utilizacdo também é
evidenciada em estudos que analisam a atividade neural durante o desempenho em tarefas
de MT (KAMINSKI et al., 2016; SODERQVIST, et al., 2012) e em estudos que ainda
associam os dados eletroencefalograficos com a genética do sistema dopaminérgico, a
fim de se obter uma melhor compreensdo das bases neurofisioldgicas e moleculares da
MT (ALTAMURA et al, 2016; LEE et al, 2011). O entendimento de como as bases
genéticas podem contribuir na capacidade cognitiva ainda € pouco consolidado. Além
disso, estudos que associam dados neurais e genéticos a uma tarefa de MT em um plano
espacial e como o ser humano seletiva o objeto nas coordenadas horizontais e verticais,
também ainda sdo escassos na literatura (RIBEIRO et al., 2018; IKKAI et al., 2016 EL-
HAGE et al., 2011; REUTER et al., 2005).

Nesse contexto, estudos genéticos tém se mostrado importantes no entendimento
da neurociéncia cognitiva, principalmente quando se observa a associagdo de produtos
génicos com fendtipos cognitivos e comportamentais (GREEN et al., 2008). Diante disso,
com o intuito de contribuir com a compreensao das bases neurofisioldgicas e moleculares
da MT, o presente estudo objetiva analisar a influéncia de polimorfismos localizados em
genes do sistema dopaminérgico (DRD2, SLC6A3 e COMT) com as modificacdes
neurofisiologicas registradas pelo EEG em individuos saudaveis durante a realizagdo de

uma tarefa de MT visuoespacial.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. MEMORIA DE TRABALHO

E provavel que a MT tenha sido primeiramente descrita em 1960 por Miller,
Galanter & Pribram. Contudo, Tranel et al. (1994) descreveram a MT como um dos
componentes auxiliares mais importantes dentre as fungOes cognitivas. Tal importancia
deve-se ao fato de que essa memoria ndo s esta associada ao armazenamento temporario
de informac6es, como também a sua manipulacdo (VERGAUWE & COWAN, 2014),
pois a atencdo mantém as informacdes selecionadas e isoladas, para manipula-las pela
MT de forma simultanea (RIBEIRO et al., 2018; OBERAUER, 2013; BADDELEY &
ALAN, 2007).

Muitos modelos de MT foram propostos ao longo dos anos. O mais influente foi
0 modelo de multi-componentes proposto por Baddley e Hitch (1974), que sugeriram a
existéncia de um sistema executivo central, que foi visualizado como um sistema de
controle de capacidade atencional limitada, responsavel pela manipulacéo de informacéo
dentro da MT, e por controlar dois sistemas de armazenamento auxiliares: a alca
fonoaudioldgica e o esbo¢o visuoespacial. Presumiu-se que a al¢ca fonoaudioldgica era
responsavel pelo armazenamento e conservacao da informacao em uma forma fonoldgica,
enquanto o esboco visuoespacial era dedicado ao armazenamento e criacdo de imagens
mentais. Entretanto, em experimentos realizados por Logie (1986) foi observado que,
participantes ao realizar uma tarefa de imaginacéo visual, o desempenho era prejudicado
por uma tarefa visual simultanea. Assim, o sistema visuoespacial foi dividido em dois
subcomponentes, um dedicado a informacdo espacial, e outro dedicado a informacao
visual.

A definicdo do termo espacial refere-se aos aspectos que sdo dindmicos, como
trajetdrias e posicdes espaciais sequenciais, assim como a movimentacao de um local para
outro em uma cena. Ja o termo visual relaciona-se a aparéncia de um objeto ou de uma
cena e suas caracteristicas, como cores e formas, assim como a localizagao entre objetos,
relativa a uma perspectiva estatica (DELLA SALA & LOGIE, 2002). Contudo, ha uma
associacao entre a localizacéo espacial e as caracteristicas visuais dos objetos. Estudos
que utilizam tarefas de memorizagéo da posi¢do de objetos mostram que a representagédo
memorizada € uma reproducéo integrada das informacdes espaciais e visuais, pois quando

0 participante memoriza o objeto, memoriza também o local em que ele foi visto (OLSON
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& MARSHUETZ, 2005; SHELTON & MCNAMARA, 2001; DOWNING, 2000; JIANG
et al., 2000).

Estudos de neuroimagem encontraram uma rede de regides cerebrais associadas a
MT visuoespacial. Essas areas incluem o cortex occipital (SILVANTO & CATTANEO,
2010), cortex parietal posterior (ZAEHLE et al., 2011) e o cértex pré-frontal (XU &
CHUN, 2006; TODD & MAROIS, 2004). Sugere-se que a atividade persistente nas sub-
regides do cortex pré-frontal carregue informacgdes que podem ser utilizadas para dar
suporte a uma variedade de cogni¢bes visuoespaciais como, alocacdo de atencao,
memoria visuoespacial e planejamento motor (IKKAI & CURTIS, 2011). Koenigs et al.
(2011) sugeriram que a area frontal esquerda esté relacionada as representacdes verbais
da MT, enquanto a direita, com tarefas visoespaciais.

A habilidade visuoespacial abrange uma variedade de atributos que podem
envolver a MT. Essas habilidades incluem processos como, orientacdo e visualizacdo
espacial e memoria de referéncia. S&o habilidades que, por exemplo, nos permitem
imaginar como uma imagem aparecera em outra perspectiva, por meio da manipulagéo
de formas espaciais (CARROLL, 1993).

A navegacao da origem a representacdes mentais, que podem ser definidas como
representacfes flexiveis de um ambiente, ndo necessariamente associadas a uma
orientacdo especifica, onde as relacdes espaciais podem ser percebidas de qualquer
perspectiva (WOLBERS & HEGARTY, 2010). A capacidade de integrar informac6es
espaciais na representacdo de um ambiente depende de vérios fatores externos como, a
complexidade da rota (HARRIS & WOLBERS, 2014), a posi¢do dos pontos de referéncia
(WAN, WANG, & CROWELL, 2012) e o numero de repeticdes de acbes de navegagao
(ISHIKAWA & MONTELLO, 2006). Planejar uma rota e percorrer um espaco até um
destino é uma atividade espacial cotidiana, desempenhada principalmente pelo uso da
navegacao. Esse € um processo pelo qual um espaco € explorado de um ponto de vista
pessoal, baseado em informacgfes sensoriais e motoras sobre a posi¢édo de um individuo
no espaco (FOO et al., 2005). Observar distancias e movimentos possibilita a formacao
de uma sequéncia de pontos de referéncia, mudancas de direcdo a serem adquiridas e um
conjunto de associagOes entre o lugar e a acdo a serem memorizadas (WIENER &
MALLOT, 2006). Assim, habilidades visuoespaciais individuais e seu papel na
aprendizagem ambiental da navegacao, ja que elas podem ser fatores-chave para explicar
como o desempenho da navegacdo varia entre os individuos, acabam sendo alvos de
estudo (MENEGHETI, 2016).
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O desempenho da MT ¢ significativamente influenciado por fatores genéticos.
Karlsgodt et al. (2010) utilizaram analises de ligacdo génicas sequenciais no genoma de
467 participantes para avaliar a influéncia genética tanto para o desempenho da MT
quanto para estruturas cerebrais associadas a MT utilizando neuroimagem. Encontraram
uma relacdo genética, ou seja, herdabilidade e evidéncias de pleiotropismo, sobre o
desempenho em uma tarefa espacial e com a integridade entre as conexdes frontais e
parietais. Nemmi et al. (2018) avaliaram o desempenho na tarefa de MT em 487
individuos saudaveis em dois momentos: aos 14 anos e 19 anos. E para saber quais fatores
predizem a taxa de melhora na tarefa, os individuos foram submetidos a ressonancia
magnética estrutural e genotipados para SNPs em DRD2, SLC6A3 e COMT. Como
resultado desse estudo, foi verificado que hd uma correlacdo do polimorfismo rs40184 do
gene SLC6A3 com o tamanho do putdmen, o que mostra que mecanismos
neurofisioldgicos, junto a plasticidade induzida por treinamento, podem contribuir no
desenvolvimento da MT.

Embora medidas de capacidade cognitiva sejam hereditarias (DEVLIN et al.,
1997; BOUCHARD & MCGUE, 1981), genes especificos que influenciam esses
processos ndo foram identificados com clareza (FLINT, 1999). Uma limitacao potencial
é que a capacidade intelectual ndo é restrita a uma Unica regido ou rede cerebral (JUNG
& HAIER, 2007; HAIER et al., 2004), e vérios genes podem estar relacionados e ainda
interagirem entre si. O entendimento desse traco global em dominios mais circunscritos,
junto a sistemas cerebrais mais claramente delineados, e a identificacdo da interacdo de
componentes moleculares, como o estudo de genes relacionados a MT, podem levar a
novos insights sobre as influéncias genéticas desse trago complexo (KARLSGODT et al.,
2010; GOLDMAN-RAKIC, 1994).

2.2. ELETROENCEFALOGRAMA E A MEMORIA DE TRABALHO

O eletroencefalograma (EEG) vem sendo utilizado como uma ferramenta para
estudar a atividade cortical durante as tarefas de MT e/ou tarefas de raciocinio, seja por
intermédio das variagdes da bandas alfa (8 e 12,5 Hz) e teta (4 e 7 Hz), onde suas
oscilagcdes foram primeiramente associadas ao estado de repouso (TAVARES, 2011), e
posteriormente relacionadas ao processo de formacdo de memoria (XI, et al., 2018;
KAMINSKI et al., 2016), localizacdo espacial e memoria visual (FOSTER, et al., 2017;
HEINZ e JOHNSON, 2017; LEE et al., 2011).
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Ray et al. (1985) utilizaram o EGG com atividades que envolviam calcular
nameros mentalmente e imaginar figuras, e interpretaram o aumento das oscila¢fes da
banda alfa com uma possivel rejeicdo da entrada de informacges sensoriais secundarias a
tarefa principal. Posteriormente, Klimesch (1996) e Pfurtscheller (2001) propuseram uma
hipdtese de inibicdo, onde oscilacbes de pequena amplitude foram associadas as regifes
de processamento neuronal ativo, enquanto oscilagbes com amplitudes amplas foram
sugeriram que a retencdo de maiores cargas de memdaria requer mais recursos de atengédo
e uma supressdo mais forte para impedir a interferéncia de informacgdes sensoriais
irrelevantes, a fim de armazenar os itens necessarios. Portanto, a poténcia das oscilagdes
de alfa é mais forte em cargas de trabalho mais altas do que nas mais baixas (SCHACK
etal., 2015; PALVA & PALVA, 2007; STIPACEK et al., 2003).

Estudos mostram que a atividade da banda alfa pode oscilar de acordo com
estimulos visuoespaciais (GOULD et al., 2011; KELLY et al., 2006; THUT et al., 2006).
Essa caracteristica do ritmo alfa ndo estd associada apenas ao campo visual observado,
mas também as coordenadas da retina (RIHS et al. 2007; WORDEN et al. 2000). Por
exemplo, Rihs et al. (2007) dispuseram participantes em um dos oito locais em torno de
um ponto de fixacdo central e descobriram que a poténcia e localizacdo de alfa variaram
de acordo com o lugar onde o participante estava. Estendendo esses achados, outros
decodificaram tanto mudancas horizontais quanto verticais de atencdo nos padrdes da
poténcia de alfa (BAHRAMISHARIF et al., 2010; VAN GERVEN e JENSEN, 2009).
Assim, a atividade da banda alfa possibilitaria o rastreamento do locus da atencao seletiva
espacial. Essas descobertas demonstram que a atividade da banda alfa esta diretamente
relacionada a codificacdo das representacdes espaciais realizadas na MT e fornece um
método promissor para rastrear o contelido desse sistema de meméria (FOSTER et al.,
2015).

A banda teta foi inicialmente associada aos estados de sonoléncia (GUYTON,
1976). Sua importéncia também foi demonstrada na literatura de navegagdo, onde o
processo de memdria e planejamento podem ter evoluido de mecanismos da navegacgéo
espacial, j& que se pode estimar uma nova coordenada a partir do reconhecimento de
posicdes anteriores. Além disso, a codificacdo de informacdes espaciais também esté
relacionada a produgdo de um padréo de interferéncia na frequéncia de teta, conhecido

como precessdo de fase (BUZSAKI e MOSER, 2013). Estudos posteriores sugeriram que
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tal aumento na poténcia de teta ndo era limitado a informacao espacial, mas também a
codificacdo e retencdo de informagdes na MT (SAUSENG et al., 2010;
RAGHAVACHARI et al., 2001).

Estudos mais recentes associam o ritmo teta com um melhor processamento da
MT visuoespacial. (TSENG, 1U e JUAN, 2018; HOLZ et al., 2010). Ribeiro et al. (2018)
analisaram oscilagdes da banda teta em uma tarefa de MT espacial e observaram que o
cortex pré-frontal dorsolateral direito e esquerdo apresentaram modificacdes corticais
referentes a MT, com maior atividade da poténcia absoluta da banda teta em todas as
condicdes antes da tarefa.

A oscilagéo teta vem sendo consistentemente relacionada aos processos de MT,
em particular nas funcdes do sistema executivo central (SAUSENG et al., 2008, 2005,
2004), e é também relacionada ao carregamento da MT (GEVINS & SMITH, 2000). Essa
banda também esta associada com a comunicacao cortico-hipocampal durante o processo
de codificacdo da informac&o e sua atividade aumenta de acordo com a carga de memoria
(BOONSTRA et al., 2013). Nas regides corticais, as oscila¢des dessa banda aumentam e
se mantém durante toda a tarefa de memdria, e diminui quando a MT ndo é mais
necessaria (SEDERBERG et al., 2003).

2.3.  NEUROFISIOLOGIA DA DOPAMINA

O corpo recebe informagdes que podem ser oriundas do ambiente, do estado fisico
pessoal, pensamentos ou a¢cdes comportamentais e, posteriormente, as informag6es sao
transmitidas por meio de membranas neuronais, por mudancas quimicas, ocasionadas por
neurotransmissores (NEMODA et al., 2013). Essas substancias sdo produzidas dentro do
corpo das células do sistema nervoso e transportadas ao longo do axonio até as vesiculas
sinapticas terminais (KOBAYASHI et al., 2017). Numerosas modificagdes podem alterar
o nivel dos neurotransmissores, podendo ocorrer na biossintese no neurdnio pré-sinaptico,
no armazenamento em vesiculas sinapticas, na liberacdo na fenda sinaptica, na ligacdo e
reconhecimento por receptores alvo, recaptacdo e inativagdo metabolica. 1sso, por sua
vez, pode ter consequéncias importantes para a dinamica cortical em maior escala, e em
ultima analise, para o desempenho cognitivo (FUSTER, 2015).

Existem varios tipos de neurotransmissores, entre eles os peptideos, como as
endorfinas; os aminoacidos, como o GABA, o glutamato e o aspartato; as aminas

biogénicas, como as colinas e as monoaminas; entre outros. No grupo das aminas
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biogénicas, sdo exemplos de colinas, a acetilcolina, e sdo exemplos de monoaminas, a
serotonina e as catecolaminas, representadas pela norepinefrina, epinefrina e DA
(KANDEL, 2014).

A sintese da DA comeca na conversdo da tirosina em I-3,4-diidroxifenilalanina
(L-DOPA) e esta, em DA. Essa reacdo é catalisada pela enzima tirosina hidroxilase e pela
descarboxilase de aminodcido aromatico, as quais sintetizam DA no terminal pré-
sinéptico do neurdnio dopaminergico (RINK & WULLIMANN, 2002). ApGs 0 processo
de sintese, a DA é armazenada em vesiculas sinapticas e liberada quando ha
despolarizacdo da membrana pré-sindptica do neurénio dopaminérgico (Figura 1)
(FUSTER, 2015). Apos sua liberacdo, a DA ird se ligar ao seu receptor (DRD2), sera
recaptada pelo seu transportador (DAT) e sera degradada pela enzima COMT (NOLAN
etal., 2004), a qual é responsavel pela degradacdo de mais de 60% dos neurotransmissores
no cortex frontal, mas também essencial no metabolismo da DA (MALLOY-DINIZ et
al., 2013).

Figura 1: Regulagdo sinaptica de neurotransmissdo da dopamina.
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Fonte: Neurotransmissdo dopaminérgica. Adaptada de Standaert & Galanter, 2008

A DA estd envolvida em diversas fungdes corporais. Dentre essas estdo

movimentos voltados a regulacdo da pressdo arterial e a filtragdo glomerular.
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(BRUNTON, CHABNER & KNOLLMANN, 2012). Sua expressao ocorre praticamente
de forma exclusiva no SNC, onde atua em areas disseminadas do cortex, variando de
regides sensitivas a pré-frontais (AVALASH et al., 2018). Os neurdnios dopaminérgicos
formam um sistema neurotransmissor que comeca na substancia negra, area tegumentar
ventral e no hipotalamo, ramificando-se para o cortex pré-frontal e o cortex cingulado
anterior (BRUNTON, CHABNER & KNOLLMANN, 2012; WISE, 2004) (Figura 2).
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Figura 2: Distribuicdo de dopamina no SNC.

Cortex cingulado anterior

Substancia negra

Fonte: Dopamina: a quimica que afeta os sentidos. Adaptada de http://www.petquimica.ufc.br/dopamina-
a-guimica-que-afeta-os-sentidos/. Acessado em 28 de maio de 2019.

Algumas projecbes de DA pré-frontais sdo enviadas para o nucleus accumbens,
uma estrutura para integracdo de inputs sensoriais e limbicos (BRADY & O'DONNELL,
2004). Outras projecbes de DA pré-frontal fluem para a amigdala, aumentando a
capacidade de filtragem sensorial dessa estrutura limbica (ROSENKRANZ & GRACE,
1999). Inversamente, 0s neurdnios pré-frontais sdo inervados pelas projecdes de DA do
hipocampo (CARR & SESACK, 1996), que € conhecido por desempenhar um papel
central na aquisicdo e recuperacdo da memdria, especialmente no cértex pre-frontal
(FUSTER, 2015).

Estudos sugerem que pouca ou muita DA no cértex, em particular no cortex pré-
frontal, pode ser perturbadora, impactando a dindmica do cérebro (AVALASH et al.,
2018; LAURENS et al., 2010; BRUGGEMANN et al., 2007). Assim, é essencial manter
o nivel apropriado de DA para que o cortex pré-frontal consiga, por exemplo (COOLS &
ROBBINS, 2004), controlar os processos de cognicao, a coordenagdo motora, 0S aspectos
neurobioldgicos, como o sistema de motivacao e recompensa, € prover a manutengdo da
memoria (IERY et al., 2015; COOLS & D’ESPOSITO, 2011; PAUS, 2001). Diante dessa
abrangéncia da DA na regido pré-frontal, alguns estudos relacionam esse
neurotransmissor com a MT (ALCANTARA, 2017, COOLS & D’ESPOSITO, 2011).

2.4. POLIMORFISMOS GENETICOS RELACIONADOS AO SISTEMA
DOPAMINERGICO
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No século XX, o entendimento das bases geneticas e moleculares dos
neurotransmissores sofreram um consideravel progresso. Foram identificadas familias de
genes envolvidos na producdo de neurotransmissores e Sseus respectivos receptores
(DEUTSCH & ROTH, 1999; WAXHAM, 1999), assim como passou-se também a
entender a importancia da DA desde o inicio da vida, onde um suprimento adequado desse
neurotransmissor é essencial para o desenvolvimento (DIAMOND, 1996).

A neurociéncia cognitiva contemporanea incorpora cada vez mais dados genéticos
para entender a cognicdo. No entanto, nossa compreensdo atual sobre as influéncias
genéticas ainda € limitada, tendo em vista que a literatura aborda muito mais as questdes
cognitivas sem considerar a hereditariedade (SIMON et al, 2011). Entretanto, alguns
estudos consideram a influéncia de polimorfismos genéticos atuantes no sistema
dopaminérgico em tarefas cognitivas (MARINHO et al, 2019; BELLANDER et al., 2015;
MACARE et al., 2014), ja que a acdo dopaminérgica na fenda sinaptica é determinada
por seus receptores, pela recaptacdo do neurotransmissor via transportador e pela sua
decomposicéo a partir de enzimas (JASPAR et al., 2015). Disfungdes nos receptores de
DA levam a varias condi¢6es neuropatologicas (CASTELLANOS et al., 2002; JAKEL et
al., 2000). Dessa forma, os receptores da DA sdo alvos de farmacos para o tratamento
dessas condi¢des, como a esquizofrenia, transtorno no déficit de atencéo e hiperatividade
(TDAH) (MISHRA; SINGH & SHUKLA, 2018).

Os receptores de dopamina passaram a ser conhecidos em 1972 (BROWN &
MAKMAN, 1972). Esses receptores foram classificados em 2 familias: receptor tipo D1
e receptor tipo D2, com base nas propriedades farmacoldgicas e na capacidade de regular
0 AMPc (KEBABIAN et al., 1972). No SNC humano, a densidade relativa dos receptores
DA atende a seguinte ordem: D1> D> D3> Ds> D4 (JABER et al., 1996). Os receptores
de dopamina D2, assim como polimorfismos genéticos encontrados nos genes que
codificam esses receptores foram associados a varios aspectos da cognicdo. A
disponibilidade do receptor D2 no caudado tem sido associada ao desempenho em testes
de funcédo executiva que requerem flexibilidade mental, abstracdo, inibicdo de resposta e
atencdo em individuos saudaveis (VOLKOW et al., 1998). A ocupacdo desse receptor
tem sido associada & vigilancia e funcdo neurocognitiva na esquizofrenia (SAKURAL et
al., 2012) e seu bloqueio pela risperidona se correlaciona com déficits atencionais na
esquizofrenia (UCHIDA et al., 2009). Estudos em animais mostraram que camundongos
mutantes sem receptores D, exibem comprometimento da memoria espacial e habilidades

atencionais (GLICKSTEIN et al., 2005) e a superexpressao de receptores D2 no estriado
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foi associada com desempenho de MT prejudicado em ratos (KLAUS et al., 2017;
KELLENDONK et al., 2006). No estriado, 0s receptores D> sdo 0s receptores de
dopamina mais comuns (CAMPS et al.,, 1989). Embora o corpo estriado esteja
classicamente associado a aprendizagem de habitos, ele também foi associado a
atualizacao do contetdo na MT. Além disso, a capacidade MT de um individuo prediz a
sintese de DA estriatal (COOLS et al., 2008).

A densidade dos receptores D2 no estriado é influenciada pelo polimorfismo
TaqlA (rs1800497) ou TaglA (BERRYHILL et al 2013). Esse polimorfismo é
caracterizado pela substituicdo de uma citosina (C) por uma timina (T), que culmina na
troca do aminodcido glutamina pela lisina no éxon 8 do gene ANKK1 (Ankyrin Repeat
and Kinase Domain Containing), aproximadamente 10 kb do gene DRD2 (11q23), por
isso também ser conhecido como DRD2/ANKK1-TaglA. A presenca do alelo T, ou Al,
foi associado a diminuicdo de 40% na expressdo do DRD2 no estriado e a reducéo de 30-
40% na densidade do receptor D2 (JONSSON et al., 1999). A presenca do alelo Al foi
associada a reducdo do aprendizado e a um menor desempenho de meméria episodica
(SODERQVIST et al., 2013), e pior desempenho no Teste de Aprendizagem Verbal da
Califérnia (MCALLISTER et al.,, 2008). Portanto, espera-se que individuos com o
polimorfismo TagqlA possam apresentar diferengas no desempenho da tarefa de MT e
diferencgas na atividade do cortex cerebral (RICHTER et al., 2017, GONG et al., 2012),
ja que o numero de locais de ligacdo a DA no cérebro pode estar associado com o
desempenho de tarefas cognitivas (BERTOLINO et al., 2010).

DRD?2 participa indiretamente da regulacdo do DAT, ativando as quinases de
sinalizacdo extracelular 1 e 2 que culminam no aumento da capacidade de transporte do
DAT (BOLAN et al., 2007). DAT também regula DRD2, pois o transporte eficiente de
DA para a superficie celular é essencial para funcionalidade do receptor. Entdo, o
acoplamento da DA ao DRD2 ¢é modulado pelo DAT, aumentando ou diminuindo a
recaptacao de DA (LEE et al., 2007).

O DAT, também conhecido como DAT1, codificado pelo gene SLC6A3 (5p15.3)
(WISE, 2004), é expresso de maneira especifica, quase que exclusivamente no SNC,
sendo encontrado principalmente nos neurdnios dopaminérgicos mesencefalicos da
substancia negra e na area tegumentar ventral, que se ramificam até o cortex pré-frontal.
Logo, essas regides atuam no desempenho de fungdes relacionadas a memdaria e atencao,
controle motor, dor e emogéo (IERY et al., 2015; PAUS, 2001). A principal funcfo do

DAT ¢ regular a neurotransmissdo terminando a sinalizagdo de DA na sinapse por
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recaptacao de alta afinidade em terminais pré-sinapticos. No cortex pré-frontal, o DAT
parece guiar a transmissao de acordo com o volume da DA, podendo desempenhar um
papel critico durante a MT (RANGEL-BARAJAS; CORONEL & FLORAN, 2015;
BOLAN et al., 2007).

O polimorfismo mais estudado no gene SLC6A3 consiste em um VNTR, com um
namero variavel de 40bp localizado na regido 3’ nao traduzida (3°-UTR) (rs28363170)
com 3 a 13 repeticdes, sendo os alelos de 9 e 10 repeticOes (9R e 10R, respectivamente)
mais frequentes na populacdo humana (MARINHO et al., 2019). Os portadores do alelo
10R mostram aumento da expressdo génica, maior atividade de DAT e aumento na
reabsorcdo de DA em comparacdo com o alelo de 9R. Aqueles que possuem o alelo 9R,
tém menor codificacdo proteica de DAT no cértex pré-frontal, no cdrtex pré-motor e no
nucleo caudado (FARAONE et al., 2014; BOLAN et al., 2007). Ainda no mesmo gene
encontra-se um outro polimorfismo muito estudado denominado de intron 8 VNTR
(rs3836790), que possui alelos com séries de 30 pb variando de 3 (3R) a 7 (7R) repeti¢des.
No entanto, apenas o0s alelos 6R e 5R tém papéis na regulacdo transcricional do DAT,
onde o alelo 6R esta associado com maior recaptacdo dopaminérgica nas fendas sinapticas
quando comparado ao alelo SR (SERY et al., 2015; FRANKE et al., 2010). Diferencas
na capacidade de transporte da DA e na estabilidade conformacional do transportador
devem-se a rearranjos de varios elementos estruturais no transportador, incluindo a
terceira alca intracelular, a regido da amino N-terminal e maultiplas hélices
transmembranares (CAMPBELL et al., 2019; KHELASHVILI et al., 2015; CHEN et al.,
2004). Como consequéncia funcional, 0 aumento de DAT é proporcional a eliminacdo da
DA extracelular e consequente redugdo de sua sinalizagdo (ETTINGER, MERTEN &
KAMBEITZ, 2016; FARAONE et al., 2014). Campbell et al. (2019) verificaram que a
delecdo do gene SLC6A3 em moscas da espécie Drosophila melanogaster altera a regido
da porta intracelular no DAT, resultando em moscas com intera¢des sociais prejudicadas
e com tracos de medo e locomocdo deficientes.

Um passo critico na determinacéo da sinalizacdo da DA é a sua remocao do espacgo
extracelular. Diferentes mecanismos explicam a inativagdo da DA nos niveis sinépticos e
extrasinapticos, incluindo sua reabsor¢do via DAT e a transferéncia de um grupo metil
do substrato S-adenosilmetionina para a DA por COMT (JASPAR et al., 2015;
BERTOLINO et al., 2006).

A enzima COMT, codificada pelo gene COMT é expressa em neurdnios do cortex

pré-frontal e se localiza no cromossomo 22g11. Essa enzima catalisa a transferéncia de
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um grupo metil do substrato S-adenosilmetionina para as catecolaminas, incluindo a DA.
E sabido, que tal modificagdo quimica é uma das principais vias de degradacio desses
neurotransmissores (JASPAR et al., 2015; MUELLNER, GHARRAD e HABERT,
2015). Um polimorfismo funcional, COMT Val158Met (rs4680), caracterizado pela
mudanca de uma guanina (G) por uma adenina (A), no éxon 4 do gene COMT, leva a uma
substituicdo de uma valina por uma metionina no codon 158. Esse polimorfismo gera uma
mudanga conformacional da enzima, tornando-a menos termoestavel, o que reduz sua
atividade e eleva o nivel de DA extracelular (DICKINSON & ANDELVEVAG, 2009;
CHEN et al., 2004). Portanto, em temperatura fisiologica, individuos homozigotos para
0 alelo COMT 158Met possuem atividade enzimatica reduzida de trés a cinco vezes,
quando comparados com portadores do alelo COMT 158Val. Considerando que a taxa de
degradacédo de DA é de 0,33 a 0,25% mais lenta, esse neurotransmissor passa a ficar mais
tempo disponivel nas fendas sinapticas e aos seus receptores (DEYOUNG et al., 2010;
DICKINSON & ANDELVEVAG, 2009; O’SULLIVAN; EVANS & LEES, 2009;
BIEDERMAN et al., 2008). Por outro lado, individuos homozigotos para o alelo COMT
158Val apresentam maior atividade enzimatica e menores concentracbes de DA nas
fendas sinapticas. Como os alelos sdo codominantes, heterozigotos apresentam
concentracdes intermediarias (TUNBRIDGE et al., 2006; EGAN et al., 2001). Assim,
efeitos neurobioldgicos dependentes da variacdo da atividade COMT, como a regulacao
dos niveis DA, sdo evidenciados no cortex pre-frontal (WITTE et al., 2012).

Individuos homozigotos para o alelo COMT 158Val mostram melhor controle
cognitivo, meméria funcional, inteligéncia geral (DIAMOND et al., 2014; CAHOY etal.,
2008; BLASI et al., 2005; BERTOLINO, et al., 2004; WONG & VAN TOL, 2003;
JOOBER et al., 2002), e maior envolvimento dos recursos corticais durante a MT
(JASPAR et al., 2015; DEYOUNG et al., 2010; DICKINSON & ANDELVEVAG, 2009;
BIEDERMAN et al., 2008). Segundo Stein et al. (2006), sob condi¢des de aumento da
liberacdo de dopamina (sob estresse, por exemplo), individuos com alelos COMT Val158
podem ter uma melhor transmissdo dopaminérgica e melhor desempenho em tarefas
cognitivas, enquanto o0s individuos com alelos COMT 158Met podem ter
neurotransmissdao menos eficiente e pior desempenho em tarefas cognitivas. Portanto,
espera-se que diferencas individuais em genes relacionados ao sistema dopaminérgico
possam refletir no desempenho da tarefa de MT e na atividade do cortex cerebral
(DAUVILLIERS; TAFTI & LANDOLT, 2015). Dessa forma, avaliar os dados genéticos

associados as questBes cognitivas €& importante para compreensdao do papel
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dopaminérgico na MT e suas diferencas interindividuais (KARLSGODT et al., 2013;
BERTOLINO et al., 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a associacdo das variagdes genéticas DRD2/ANKK1-TaglA, SLC6A3 3°-
UTR VNTR, SLC6A3 intron 8 VNTR e COMT Val158Met do sistema dopaminérgico
com modificagdes corticais eletrofisiologicas em individuos saudaveis durante a

realizacdo de tarefa de MT.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

- Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos nos genes
DRD2/ANKK1-TaqlA, SLC643 3-UTR VNTR, SLC6A3 intron 8 VNTR e COMT
Vall58Met.

- Verificar o comportamento cortical por intermédio da poténcia absoluta das
oscilagdes das bandas alfa e teta, e a tarefa de MT na coordenada vertical e horizontal.

- Investigar a associacdo da influéncia das variacBes genéticas na regido
DRD2/ANKK1-TaqlA, SLC643 3-UTR VNTR, SLC6A3 intron 8 VNTR e COMT
Val158Met no desempenho da tarefa de MT e comportamento cortical por intermédio da

poténcia absoluta das oscilagdes das bandas alfa e teta.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. PARTICIPANTES DA PESQUISA E ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi composto por uma amostra de 149 individuos saudaveis, do sexo
masculino e com faixa etaria entre 18 e 32 anos, tendo por base trabalhos que também
associaram achados genéticos com o EEG (SYSOEVA; TONEVITSKY &
WACKERMANN, 2010). Todos os individuos foram destros e relataram ndo utilizar
qualquer substancia psicoativa durante o periodo do estudo. Para que esses critérios
fossem estabelecidos, o Inventario de Edimburgo (Anexo 1) (OLDFIELD, 1971) foi
aplicado para se identificar a predominancia da méo dominante dos participantes, para
que ndo houvesse viés na hora da aplicacdo da tarefa de MT, e para que ndo houvesse
qualquer efeito inibitorio ou excitatério da atividade cortical, 12 horas antes do
experimento iniciar, os voluntarios foram orientados a nao utilizarem tabaco, café,
medicamentos ou bebidas alcodlicas.

Todos os participantes deste estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE (Anexo 2), previamente aprovado, sob o n° de parecer
1.327.105/CAAE: 50651715.2.0000.5669, pelo Comité de Etica da Universidade Federal
do Piaui-UFPI, o qual seguiu os padrdes éticos inerentes as pesquisas envolvendo seres
humanos estabelecidos pela Resolucdo CNS N° 466/2012.

4.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os participantes foram acomodados em uma sala com isolamento acustico e
aterramento elétrico. Durante a aquisicao do sinal do EEG, as luzes foram apagadas, e 0s
participantes se sentaram em uma cadeira com apoio de braco, a fim de minimizar artefato
muscular durante a aquisi¢do do sinal do EEG. Um televisor de 42’ polegadas foi
colocado sobre uma mesa em frente aos individuos e o monitor foi ligado somente quando
os participantes fossem executar a tarefa memadria de trabalho (Figura 3). Nessa tarefa, 0s
participantes executaram 40 trilhas em cada bloco, com intervalos de 3 minutos entre eles
(RIBEIRO et al., 2018).
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Figura 3 - llustracéo da posi¢éo do participante durante a captacdo do sinal de EEG e execugéo
da tarefa de memdria de trabalho.

Fonte: ROCHA et al., 2019

4.3. TAREFA DE MEMORIA DE TRABALHO

O software desenvolvido para a tarefa de memoria de trabalho (Figura 4) teve duas
fases. Na primeira, houve a indicacdo aleatoria do estimulo preparatério nos diferentes
quadrantes do monitor (formato de cruz, +), o qual permaneceu por 2 segundos e a
localizag&o espacial foi disposta de forma que o participante memorizasse a posicao do
estimulo preparatério. Na segunda fase, o participante precisou recrutar a informacéao
salva na fase anterior. Nesse caso, o software produziu o alvo (circulo branco e vermelho)
que apareceu aleatoriamente ao lado esquerdo do monitor (porcdo superior, mediana e
inferior) e quando o participante interpretou a localizacdo do estimulo preparatorio, ele
pressionou a tecla "enter” (RIBEIRO et al., 2018).
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Figura 4. Sequéncia de eventos durante a tarefa de memoria de trabalho.
O estimulo preparatorio aparece
aleatoriamente em um dos quadrantes do

o monitor € permanece por um intervalo de
tempo de 2 segundos.

O alvo aleatorizmente zparece
no lado esquerdo do monitor em
diferentes posigdes.

O individuo pressiona a tecla enrer quando
detecta que o centro do alvo comcidiu com o
estimulo preparatorio.

Fonte: RIBEIRO et al., 2018
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4.4. PROCESSAMENTO DOS DADOS

Uma inspecdo visual e anélise de componentes independentes foram aplicadas
para identificar e remover todos os artefatos remanescentes (piscada de olhos,
movimentos oculares ou musculares produzidos pela tarefa) (JUNG et al., 2000). Os
dados de eletrodos individuais que exibiram perda de contato com o escalpo ou alta
impedancia (>5KQ) ndo foram considerados. Um estimador cléassico foi aplicado para a
densidade de poténcia espectral, estimado a partir da Transformada de Fourier, que foi
realizada pelo MATLAB (Matwords, Inc.). Foi extraida a época do EEG de 2 segundos
antes, até a resposta do estimulo alvo. O resultado foi gerado por meio de coordenadas (x
e y), de acordo com 0 mapeamento da tela. Portanto, tendo como referéncia o centro da
tela, a sequéncia representada por “x” correspondeu a horizontal, podendo ser negativa
para baixo e positiva para cima, ¢ a sequéncia representada por “y” correspondeu a

vertical, podendo ser positiva, configurando desvio para direita e negativa para a

esquerda.

4.5 - LOCALIZACAO ESPACIAL DOS ELETRODOS

As derivagdes dos eletrodos Fpl, Fp2, F3, Fz, F4, F7 e F8 (Figura 5) foram
selecionadas devido a sua relagdo com o cortex frontal anterior (CFA) esquerdo (CFAe)
e direito (CFAd), cortex pré-frontal dorsolateral (CPFDL) esquerdo (CPFDLe) e direito
(CPFDLA), cortex pré-frontal medial (CPFM) e cortex pré-frontal ventrolateral (CPFVL)
esquerdo (CPFVLe) e direito (CPFVLd) (SIEBNER et al., 2001; TODD & MAROIS,
2004; XU & CHUN, 2006; HAMIDI; TONONI & POSTLE, 2008; DASILVA et al.,
2015), visto que desempenham papéis importantes na MT (KANE & ENGLE, 2002;
HOMAN, HERMAN & PURDY, 1987).
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Figura 5: Eletrodos utilizados no cértex cerebral durante a realizacdo do EEG.

Fonte: Disponivel em: dca.fee. unicamp.br. Acessado em maio de 2019.

4.6 - COLETA SANGUINEA, EXTRACAO, QUANTIFICACAO E
ARMAZENAMENTO DO MATERIAL GENETICO (DNA).

Foram obedecidos todos os procedimentos operacionais padrdes (POPS) para
coleta de sangue periférico, com base nas normas da Associacdo Nacional de
Biosseguranga (ANBIO). As amostras foram submetidas a extracdo do DNA de
leucdcitos com o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega Inc., USA),
conforme as especifica¢fes do fabricante, como descrito a seguir: em 300 pL de sangue
total foram adicionados 900 pL de solugdo de lise celular; essa mistura foi incubada por
10 minutos, sob movimentos de inversdo constantes; em seguida, a amostra foi
centrifugada, o sobrenadante foi descartado e a amostra foi agitada em vortex para evitar
a formagao de grumos nas etapas subsequentes. Foram adicionados a amostra 300 pL de
solug¢do de lise nuclear e 100 uL de solugdo de precipitacdo de proteinas; posterior a
centrifugacdo, a amostra teve o sobrenadante transferido para outro tubo contendo 300
pL de isopropanol; esse tubo foi centrifugado e o sobrenadante descartado. Em seguida,
foi adicionado etanol 70% para que o DNA fosse desidratado e visualizado. Esse DNA
foi submetido a centrifugacdo, teve o sobrenadante descartado e eluido (reidratado) com
100 pL de solugdo de reidratagdo; em seguida, foi incubado em banho-maria por 1 hora
a 65°C, para total eluicéo.

A pureza e concentracdo do DNA foram determinadas por eletroforese em gel de
agarose a 0,8%, corado com GelRed® (Biotium, Hayward, CA, USA), e em
espectrofotdbmetro (Biospec-nano, Shimadzu, Japan), por meio do comprimento de onda
de 260 e 280 nm. Uma vez determinada a qualidade de cada amostra, todas foram
armazenadas em freezer (-20°C), até suas analises, no Laboratorio de Genética e Biologia

Molecular da Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro Reis Veloso, Parnaiba-P1.
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4.6.1 Amplificacéo e genotipagem do polimorfismo DRD2/ANKK1-TaqlA

O polimorfismo DRD2/ANKK1-TaqlA do receptor D, da DA foi genotipado
usando o método de PCR-RFLP. Foram utilizados os seguintes iniciadores: primer
forward 5’- GCA CGT GCC ACC ATA CCC-3’ e primer reverse 5’-TGC AGA GCA
GTC AGG CTG-3’, os quais flanquearam um amplicon de 501 pb. Para um volume total
de reacao de 25 uL, foram utilizadas as seguintes condi¢des: 1 uL. de DNA (50 ng), 2,5
uL de tampao 10x (15mM de KCI, 75 mM de Tris-HCl e pH 9,0), 0,75 uL de MgCl» (1,4
mM), 1,0 uL de cada primer (10 uM), 5,0 uL de dANTP (0,1mM), 0,3 uL. de Taq
Polimerase (1,5 U), 1 uL de DMSO e 12,55 pL de agua miliqué. Os primers utilizados
foram da empresa Thermo Fisher Scientific (Walthan, MA, EUA), e os demais reagentes
foram da empresa Ludwing Biotechnology Ltda. (Porto Alegre, RS, Brasil).

As condicbes dos ciclos do programa utilizados no termociclador (Amplitem
Thermal) para amplificacdo foram: desnaturacdo inicial de 95°C durante 5 min., seguido
de 35 ciclos de 95°C durante 30 seg. de desnaturacdo, 69°C durante 20 seg. de anelamento
e 72°C durante 30 seg. de extensdo; o alongamento final foi de 72°C durante 7 min. Para
conferir o éxito da PCR, essa reacdo foi submetida a eletroforese em gel de agarose a 2%
(GE Healthcare) corado com GelRed® (Biotium). A eletroforese foi realizada em cuba
horizontal com corrente de 110 V e os fragmentos amplificados foram visualizados em
transiluminador (Loccus Biotecnologia), com fonte de luz ultravioleta. Posteriormente,
os produtos amplificados foram submetidos a digestdo enzimatica.

Na digestdo enzimatica foram usados: 0,2 pL (2 U) da enzima Taql, 3 puL de
TaqBuffer 10x, 10 uL de produto de PCR e 16,8 uL de 4gua, formando um volume total
de 30 uL. Essa reacdo foi incubada a 65°C por 16 horas e analisada em cuba vertical de
eletroforese com gel de poliacrilamida a 10%, sob corrente de 130 V, por 2 horas e 30
minutos, e revelacdo realizada com nitrato de prata.

O polimorfismo DRD2/ANKK1-TaqlA possui dois alelos, C e T, que apés a
digestdo enzimatica, na presencga do alelo C, a enzima Taq | reconhece o sitio de restri¢éo,
gerando dois fragmentos, um de 325 pb e outro de 176 pb. Porém, na presenca do alelo
T, a enzima ndo reconhece o sitio, e permanece um produto de 501pb. Portanto, trés

gendtipos podem ser identificados: C/C, representado pelos fragmentos 325pb e 176pb;
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CIT, representado pelos fragmentos 501pb, 325pb e 176pb; e T/T, representado pelo
fragmento de 501pb (esquema 1).



43

Figura 6: Padrdo de bandas esperadas para o polimorfismo DRD2/ANKK1-TaglA

S01pb

325pb

176pb
CiC CiIT CiT TIT

Fonte: Adaptado de Marinho, 2016.

4.6.2 Amplificacdo e genotipagem dos polimorfismos SLC6A3 3'-UTR VNTR e
intron 8 VNTR.

As analises dos polimorfismos SLC6A3 3°-UTR VNTR, de 40bp e intron 8 VNTR,
de 30bp, foram realizadas pela técnica de PCR. Para a regiao 3’-UTR VNTR, foram
utilizados 0S seguintes iniciadores: primer forward 5'-
TGTGGTGTAGGGAACGGCGTGAG-3' e primer reverse 5'-
CCTCCTGGAGGTCACGCGTCAAGG-3'; e para o intron 8 VNTR foram utilizados o
primer forward 5’-GCACAAATGAGTGTTCGTGCATGTG-3' e reverse 5'-
AGCAGGAGGGGCTTCCAGGC-3'. Para um volume total de reacdo de 15uL, para
ambos os polimorfismos, foram utilizadas as seguintes condi¢des: 1 uL. DNA (50 ng), 0,3
uL de Taq polimerase (1U), 2,5 uLL tampdo 10x (15mM de KCI, 75 mM de Tris-HCl e
pH 9,0), 0,75 uL de MgCl2 (1,5 mM), 5 uLL de dNTPs (250uM), 1 uL de cada primer (15
pmol) e agua miliqué.

Para distin¢do dos gen6tipos, os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese
em gel de poliacrilamida a 8%, em cuba vertical com corrente de 130 V, por 2 horas e 30
minutos, e revelacdo realizada com nitrato de prata. Os gendétipos do SLC6A3 3-UTR
VNTR sdo representados pelos alelos 10R, de 480pb e 9R, de 440pb (Figura 8), e 0s
gendtipos do SLC6A3 intron 8 VNTR sdo representados pelos alelos 6R, de 484pb e 5R,
de 454pb (Figura 9). Os primers utilizados foram da empresa Thermo Fisher Scientific
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(Walthan, MA, EUA), e os demais reagentes foram da empresa Ludwing Biotechnology
Ltda. (Porto Alegre, RS, Brasil).

Figura 7: Padrdo de bandas esperadas para o polimorfismo SLC6A3 3-UTR VNTR

10R/9R
480 bp

10R/10R 10R/10R 440 bp
9R/9R

Fonte: Adaptado de Marinho, 2016.

Figura 8: Padrdo de bandas esperadas para o polimorfismo SLC6A3 intron 8 VNTR

6R/5R
284 bp

6R/6R 6R/6R
SR/5R 254 bp

Fonte: Adaptado de Marinho, 2016.
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4.6.3 Amplificacéo e genotipagem do polimorfismo COMT Val158Met

O polimorfismo COMT Val158Met foi amplificado usando o método de PCR-
RFLP. Foram utilizados o0s seguintes iniciadores: Primer F: 5'-
CTACTGTGGCTACTCAGCTGTG-3', Primer R: 5'-
GTTTTCAGTGAACGTGGTGTG-3', com um protocolo de amplificacdo de um volume
total de reag@o de 15 pL e nas seguintes condig¢des: 0,6 uL. DNA (10 ng), 1,5 uL. de tampao
10x (100 mM de Tris-HCI [pH 8.5], 500 mM de KCI), 0,3 uL de MgCl; (1,5 mM), 0,5
uL de cada primer (0,3 mM), 3,0 uL de ANTP (0,1 mM), 0,2 uL de Taq polimerase (1U)
e &gua miliqué. Os primers utilizados foram da empresa Thermo Fisher Scientific
(Walthan, MA, EUA), e os demais reagentes foram da empresa Ludwing Biotechnology
Ltda. (Porto Alegre, RS, Brasil).

As condicBes dos ciclos do programa utilizados no termociclador (Amplitem
Thermal) para amplificagdo foram: desnaturacéo inicial de 95°C durante 5 min., seguido
de 35 ciclos de 96°C durante 45 seg. de desnaturacdo, 61°C durante 45 seg., no
anelamento e 72°C durante 45 seg., na extensao; o alongamento final foi de 72°C durante
10 min. Para conferir o éxito da PCR, essa reacdo foi submetida a eletroforese em gel de
agarose a 2% (GE Healthcare), corado com GelRed® (Biotium), seguindo 0s mesmos
passos da eletroforese descrita anteriormente, para o polimorfismo DRD2/ANKK1-
TaglA.

Na digestao enzimatica, para um volume de 15 pL de reagdo, foram usados: 0,2
uL da enzima Nla IIT (2 U), 1,5 puL de tampao 1x, 3 uL de produto de PCR ¢ 10,3 uL de
agua. Essa reacdo foi incubada a 37°C por 16 horas e visualizada em gel de poliacrilamida
a 10%, em cuba vertical preenchida com TBE 1x (Tris, EDTA e acido borico), aplicando-
se uma corrente elétrica de 120 V por 3 horas, e revelacdo do gel realizada com nitrato de
prata.

Dentro do amplicom, na presenca do alelo COMT 158Val, a enzima Nla Il
reconhece 3 sitios de restricdo (5’- CATGVY -3°), sendo assim, apos a digestdo
enzimatica, o genétipo COMT Val/Val sera representado pelos fragmentos 114 pb, 54 pb,
48 pb, 28 e 18 pb; o0 gendtipo COMT Met/Met, por fragmentos 96 pb, 54 pb, 48 pb, 28 pb
e 18 pb; e o0 genttipo COMT Val/Met, por fragmentos 114 pb, 96 pb, 54pb, 48pb, 28pb e
18pb.

Como mostrado da Figura 10, na pratica laboratorial, ndo havera a visualizacdo de todos

os fragmentos oriundo da clivagem pela enzima de restrigédo Nla 111, sendo assim, seréo
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visualizadas com nitidez, somente os fragmentos maiores, ou seja, um de 114 pb e/ou
outro de 96 pb, como determina o marcador de peso molecular de 50 pb (Ladder 50 pb);
ndo serdo identificados, com nitidez, os fragmentos de 54 pb e 48 pb, e impossiveis de
serem visualizados, os menores (28 pb e 18 pb), dado o tamanho do gel de corrida, o que

ndo inviabiliza a genotipagem de forma inequivoca.

Figura 9: Padrdo de bandas esperadas para o polimorfismo COMT Val158Met

114pb
96pb

GG GA GA AA

Fonte: Adaptado de Marinho, 2016.

4.7 - ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias genotipicas foram testadas quanto ao equilibrio de Hardy-
Weinberg usando o teste do qui-quadrado (x?). Para associar as possiveis modificacoes
corticais durante o EEG e o desempenho na tarefa de MT, foi calculado o erro relacionado
ao plano espacial. Para verificar as diferencas da poténcia absoluta das bandas alfa e teta
durante a execucdo da tarefa de memdria de trabalho visuoespacial foi realizado uma
three-way mixed factorial ANOVA com fator entre-sujeitos 0s "grupos genotipicos™
(homozigotos e heterozigoto), fator intra-sujeitos os “ecixos" (X e Y) e fator "areas" (CFA,
CFAd, CFAe, CPFM, CPFDL, CPFDLd, CPFDLe, CPFVL, CPFVLd e CPFVLe). Foi
realizada uma two-way mixed factorial ANOVA para verificar as diferencas do erro de

execucao da tarefa de memoria de trabalho visuoespacial em relagéo aos polimorfismos
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genéticos estudados, com “fator gendtipos” (homozigotos e heterozigoto) e “fator e¢ixo”
(eixo X e Y). As interagdes foram investigadas pelo teste univariado, seguido pelo teste
post hoc de Tukey, quando necessario. O tamanho do efeito foi estimado pelo eta-parcial
ao quadrado (n%p) na analise de variancias. O poder estatistico e o intervalo de confianca
de 95% (IC 95%) foram calculados para as variaveis dependentes. O poder estatistico foi
interpretado como baixo poder de 0,1 a 0,3; alto poder de 0,8 a 0,9. A magnitude do efeito
foi interpretada usando as recomendagOes sugeridas por Cohen (1988): insignificante
<0,19; pequeno de 0,20 a 0,49; média de 0,50 a 0,79; grande de 0,80 a 1,29. A
probabilidade de 5% para o erro tipo I foi adotada em todas as anélises (p<0,05), com
correcdo de alfa-Bonferroni para a anélise de interacéo, ajustando o p-valor para p<0,025.

Para testar a influéncia dos polimorfismos em funcéo dos eixos na tarefa de MT,
foram analisados modelos de regressao logistica binaria.

Todas as analises foram realizadas com o programa SPSS for Windows verséo
20.0 (SPSS Inc., Chicago, Il, EUA).
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5. RESULTADOS

Foram analisadas as frequéncias genotipicas de 149 voluntarios para 0s
polimorfismos DRD2/ANKK1-TaqlA, SLC6A3 3’-UTR VNTR, SLC6A3 intron 8 VNTR
e COMT Vall158Met. Em relacdo ao polimorfismo DRD2/ANKK1-TaqlA, 70 (47%)
apresentaram o genoétipo A2A2, 64 (43%) o genotipo A2A1 e 15 (10%) o gendtipo
AlAl (Tabela 1); para o polimorfismo SLC6A3 3’-UTR VNTR, 76 (54,20%)
apresentaram o gendtipo 10R/10R, 49 (35%) o gendtipo 9R/10R e 15 (10,7%) o
genoétipo 9R/9R (Tabela 2), sendo que 9 (nove) participantes, por terem apresentado
alelos raros (11R, 12R e 7R), foram desconsiderados das analises com objetivo de tornar
0 grupo amostral mais homogéneo (STOLF et al., 2014). Na anéalise do polimorfismo
SLC6A3 intron 8 VNTR, 74 (54,41%) apresentaram o genotipo 6R/6R, 55 (40,44%) o
gendtipo 5R/6R e 7 (5,14%) o gendtipo 5R/5R (Tabela 3). Por fim, para o polimorfismo
COMT Val158Met, 66 (44,3%) apresentam genotipo AG, 59 (39,6%) o gendtipo GG e
24 (16,1%) o gendtipo AA (Tabela 1). A partir dessas anélises, foi observado, por meio
do teste qui-quadrado (y?), que todos os polimorfismos se encontram em equilibrio de

Hardy-Weinberg.

Tabela 1: Frequéncia genotipica, alélica e teste qui-quadrado analisados em 149 individuos para
o0 polimorfismo DRD2/ANKK1-TaglA.

Genotipo N Frequéncia genotipica Frequéncia alélica
A2/A2 70 47%
A2 =68,46%
Al/A2 64 43%
Al =31,54%
Al/Al 15 10%
Total 149 100 % 22=0,0043/p = 0,9472

Figura 10. Visualizagdo da genotipagem do DRD2/ANKK1-TagqlA em gel de poliacrilamida
10%. (B) controle negativo da PCR; (C/T) amostras com gen6tipo A1l/A2; (C/C) amostra com
gendtipo A2/A2; (T/T) amostras com gendtipo A1/Al.
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Ladder B CT CT CIC TIT

Tabela 2: Frequéncia genotipica, alélica e teste qui-quadrado analisados em 140 individuos para
0 polimorfismo SLC6A3. 3°-UTR VNTR.

Genotipo N Frequéncia genotipica Frequéncia alélica
10R/10R 76 54,2%
10R=71,27%
9R/10R 49 35%
9R = 28,73%
9R/9R 15 10,7%
Total 140 100 %

2= 2,5881/p = 0,1076

Figura 11. Visualizacdo da genotipagem de SLC6A43 3’-UTR VNTR em gel de poliacrilamida
8%. (B) controle negativo da PCR; (Al, A7, A8 e A9) amostras com genétipo 9R/10R; (A2)
amostra com gendtipo 9R/9R; (A3, A4, A5 e A6) amostras com gendétipo 10R/10R.

B Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9

Tabela 3: Frequéncia genotipica, alélica e teste qui-quadrado analisados em 149 individuos para
0 polimorfismo SLC6A3 intron 8 VNTR.

Genotipo N Frequéncia genotipica Frequéncia alélica
6R/6R 80 53,7%
6R = 73,83%
5R/6R 60 40,3%
5R =26,17%
5R/5R 9 6,0%
Total 149 100 %

2= 0,2623 e p= 0,6085
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Figura 12. Visualizacdo da genotipagem de SLC6A3 intron 8 VNTR em gel de poliacrilamida
8%. (Ladder) marcador de peso molecular; (B) controle negativo da PCR; (Al) amostra com
gendtipo 5R/5R; (A2 e A4) amostras com gendtipo 6R/6R; (A3, A5 e A6) amostras com

gendtipo 5R/6R.

Ladder B

300 pb

250 pb
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Tabela 4: Frequéncia genotipica, alélica e teste qui-quadrado analisados em 149 individuos para
0 polimorfismo COMT Val158Met.

Genotipo N Frequéncia genotipica Frequéncia alélica
GG (Val/Vval) 59 39,6%
G =62%
AG (Met/Val) 66 44,3%
A =38%
AA (Met/Met) 24 16,1%
Total 149 100 % x2=0,5793 e p= 0,4465

Figura 13: Visualizacdo da genotipagem de COMT Val158Met em gel de poliacrilamida a 10%.
L50pb = Ladder de 50pb; COMT Val/Val: amostras 8, 11, 13 e 24; COMT Val/Met: amostras
6, 9, 19 e 20; COMT Met/Met: amostra 07.; S = selvagem; Ht = heterozigoto; M = mutante.

Quanto as variaveis comportamentais, o teste two-way mixed factorial ANOVA
para os agrupamentos dos polimorfismos e o erro durante a tarefa de MT néo apresentou
diferenga estatisticamente significativa entre os polimorfismos estudados (p>0,05),
porém o resultado da regressio com base nos agrupamentos de frequéncia do
polimorfismo SLC6A3 intron 8 VNTR na populacdo em estudo: agrupamento 5R/5R
(estabilidade do transporte e recaptacdo da dopamina nas fendas sinépticas) vs. 5R/6R +
6R/6R (transporte e recaptacdo deficientes de dopamina nas fendas sinapticas) em

predicdo as varidveis espaciais indicou resultado estatisticamente significativo para o0s
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Eixos X na tarefa de MT (p<0.05) (Tabela 5). Para os demais polimorfismos néo foi
observado resultados significativos de associacdo genética durante a execucdo da tarefa
de MT (p>0,05).

Tabela 5: Teste de regressdo para 0s agrupamentos dos gendtipos relacionados a expressao do
transportador de dopamina, com base no polimorfismo SLC6A3 intron 8 VNTR (variavel
dependente, agrupamento 5R/5R comparado ao agrupamento 5R/6R ou 6R/6R), em associacdo
as variaveis de plano espacial, eixos X e Y (variaveis independentes).

Variaveis B SE Wald df p-valor Odds 1C95% para Odds

Ratio Ratio

Minimo  Maximo

Eixo X -3,08 0,73 17,72 1  0,0001* 0,46 0,01 0,19
EixoY 00001 0,001 0,17 1 0,678 1 0,99 1

Constante 2,76 0,10 64455 1 0,0001 15,8 - -

Nota: B= coeficiente da regressdo; S.E= erro padrdo; Wald= anélise de proporcao; df= grau de liberdade;
1C95%= Intervalo de confianca de 95%; *Resultados estatisticamente significativos para p<0,05.

As andlises, mediante o teste three-way mixed factorial ANOVA para
DRD2/ANKK1 TaglA na poténcia absoluta das bandas alfa e teta ndo apresentaram

resultados significativos (p>0,05).

As analises do teste three-way mixed factorial ANOVA para SLC6A3 3’UTR
VNTR na poténcia absoluta das bandas alfa e teta apressentaram interagdo entre as areas
e 0s agrupamentos do genotipo [F (8,18) = 2,06; p = 0,039; n?p = 16,85; Poder = 83%].
Entdo, a analise da interacdo revelou que nos grupos genotipicos dos individuos
homozigotos para SLC6A3 3°-UTR VNTR (9R/9R) no cértex frontal anterior (CFA), nos
grupos genotipicos dos individuos heterozigotos para SLC6A3 3°-UTR VNTR (10R/9R)
no cortex pré-frontal medial no eixo X (CPFM) e nos grupos genotipicos dos individuos
homozigotos e heterozigotos para SLC6A3 3’-UTR VNTR (9R/9R e 10R/9R) no cortex
pré-frontal ventrolateral (CPFVL) apresentaram maior poténcia absoluta das bandas alfa
e teta. (Tabela 6) (Figura 14).
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Tabela 6: Teste three-way mixed factorial ANOVA para 0s agrupamentos dos genotipos do
SLC6A3 3’UTR VNTR (10R/10R, 10R/9R e 9R/9R) regides corticais (CFA, CFAe, CFAd,
CPFM, CPFVLe, CPFVLA).

Post hoc Representatividade da

Regiéo cortical MD SD . ... .. poténcia absoluta entre
Significancia .
genotipos
Banda Alfa
0,25 0,07 0,001* 9R9R > 10R9R
CFA
0,27 0,06 0,0001* 9R9R > 10R10R
CPFM 0,24 0,05 0,0001* 10R9R > 10R10R
CPFVLe 0,31 0,11 0,013* 9R9R > 10R10R
Banda Teta
0,51 0,15 0,003* 9R9R > 10R9R
CFAe
0,25 0,08 0,007* 10R10R > 9R9R
CFAd 0,49 0,12 0,0001* 9R9R > 10R9R
CPFM 0,29 0,07 0,0001* 10R9R > 10R10R
0,39 0,12 0,005* 9R9R > 10R10R
CPFVLe
0,35 0,13 0,018* 9R9R > 10R9R
0,41 0,11 0,0001* 9R9R > 10R10R
CPFVLd
0,24 0,07 0,003* 10R9R > 10R10R

Nota: MD= diferenca da média estatistica; SD= Desvio Padrdo; Post hoc Significancia=;
Representatividade da poténcia absoluta entre genétipos; *Resultados estatisticamente significativos para
p<0,05.

Figura 14. Média + erro padrdo da poténcia absoluta das bandas alfa e teta no CFAe, CFAd,
CPFDLe, CPFM, CPFDLd, CPFVLe e CPFVLd durante a tarefa de MT em funcdo dos genétipos
do polimorfismo SLC6A3 3’UTR VNTR (10R/10R, 10R/9R e 9R/9R) no eixo X.
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As analises do teste three-way mixed factorial ANOVA para SLC6A3 intron 8
VNTR na poténcia absoluta das bandas alfa e teta mostraram interacdo entre 0s
agrupamentos do genotipo, eixo e areas [F (8,29) = 2,38; p = 0,015; n?p = 19,79; Poder =
90%]. Entdo, a analise da interacdo apresentou que 0s grupos genotipicos homozigotos
para o intron 8 VNTR (6R/6R) no cortex frontal anterior direito no eixo Y (CFAd) e os
grupos genotipicos homozigotos para o intron 8 VNTR (6R/6R e 5R/5R) apresentaram
maior poténcia absoluta da banda alfa. Os grupos genotipicos homozigotos para o intron
8 VNTR (5R/5R) no cortex frontal anterior esquerdo no eixo X (CFAe) e heterozigotos
5R6R para o intron 8 VNTR no cortex frontal anterior direito no eixo Y (CFAd)
apresentaram maior poténcia absoluta da banda teta (Tabela 7) (Figuras 15 e 16).

Tabela 7: Teste three-way mixed factorial ANOVA para o0s agrupamentos dos genotipos SLC6A3
intron 8 VNTR (5R/5R, 5R/6R e 6R/6R) e regibes corticais (CFAe, CFAd e CPDL).

Post hoc Representatividade da

Regido cortical MD SD e A poténcia absoluta entre
Significancia "
genatipos
Banda Alfa
CFAd 0,27 0,06 0,0001* 6R6R > 5R6R
0,28 0,10 0,017* 6R6R > 5R5R

CPFDL
0,29 0,97 0,007* 5R5R > 5R6R
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Banda Teta
CFAe 0,47 0,14 0,003* 5R5R > 5R6R
CFAd 0,20 0,71 0,015* 5R6R > 6R6R

Nota: MD= diferenca da média estatistica; SD= Desvio Padrdo; Post hoc Significancia = p ap6s a analise
de interagdo; Representatividade da poténcia absoluta entre gendtipos= predominancia genotipica em
relacdo a poténcia absoluta das bandas alfa e teta; *Resultados estatisticamente significativos para p<0,05.
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Figura 15. Média + erro padrdo da poténcia absoluta das bandas alfa e teta no CFAe, CFAd,
CPFDLe, CPFM, CPFDLd, CPFVLe e CPFVLd durante a tarefa de MT em funcdo dos genétipos

do polimorfismo SLC6A3 intron 8 VNTR (5R/5R, 5R/6R e 6R/6R) no eixo X.
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Figura 16. Média + erro padrdo da poténcia absoluta das bandas alfa e teta no CFAe, CFAd,
CPFDLe, CPFM, CPFDLd, CPFVLe e CPFVLd durante a tarefa de MT em funcdo dos genétipos
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do polimorfismo SLC6A3 intron 8 VNTR (5R/5R, 5R/6R e 6R/6R) no eixo X.
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As analises do teste three-way mixed factorial ANOVA para COMT na poténcia
absoluta das bandas alfa e teta mostraram interagdo entre os agrupamentos do genétipo,
eixo e areas [F(10,21)=2,27; p=0,012; 1n?p=23,25; Poder=93%]. Entédo, a analise da
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interacdo revelou que nos grupos genotipicos dos individuos heterozigotos para
COMTVal158Met (GA) no cortex pré-frontal anterior direito no eixo Y (CFAd) e no
cortex pré-frontal dorsolateral (CPFDL), nos grupos genotipicos dos individuos
homozigotos para COMT Val158Met (AA) no cortex pré-frontal medial (CPFM) e os
grupos genotipicos dos individuos homozigotos para COMT Val158Met (GG) no cortex
pré-frontal ventro-lateral apresentaram maior poténcia absoluta da banda alfa. Nos grupos
genotipicos dos individuos heterozigotos para COMTVal158Met (GA) no cortex pré-
frontal ventro-lateral esquerdo no eixo X (CPFVLe), e os grupos genotipicos dos
individuos homozigotos para COMT Val158Met (GG) no cortex pré-frontal ventro-lateral
direito no eixo Y (CPFVLd) apresentaram maior poténcia absoluta da banda teta. (Tabela
6) (Figura 17) (Figura 18).

Tabela 8: Teste three-way mixed factorial ANOVA para os agrupamentos dos genotipos do
polimorfismo COMT Val158Met (GG, GA e AA) e regibes corticais (CFAd, CPFDL, CPFM,
CPFVL, CPFVLe e CPFVLJ).

Regido cortical MD SD Post hoc Representatividade da
Significancia poténcia absoluta entre
genotipos
Banda Alfa
CFAd 0,21 0,06 0,005* GA > GG
0,17 GA > GG
CPFDL 0,05 0,004*
0,21
CPFM 0,15 0,05 0,025* AA > GG
0,33 0,81 0,0001* GG > AA
CPFVL
0,29 0,08 0,001*
Banda Teta
CPFVLe 0,28 0,09 0,009* GA > AA
CPFVLd 0,39 0,08 0,0001* GG > GA
0,47 0,10 GG > AA

Nota: MD= diferenca da média estatistica; SD= Desvio Padrdo; Post hoc Significancia= p apos a analise
de interacdo; Representatividade da poténcia absoluta entre genétipos= predominéncia genotipica em
relacdo a poténcia absoluta da banda teta; *Resultados estatisticamente significativos para p<0,05.
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Figura 17. Média + erro padrdo da poténcia absoluta das bandas alfa e teta no CFAe, CFAd,
CPFDLe, CPFM, CPFDLd, CPFVLe e CPFVLd durante a tarefa de MT em fungéo dos gendtipos
do polimorfismo COMT Val158Met (GG, GA e AA) no eixo X.
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Figura 18. Média * erro padrédo da poténcia absoluta da banda alfa e teta no CFAe, CFAd,
CPFDLe, CPFM, CPFDLd, CPFVLe e CPFVLd durante a tarefa de MT em fung&o dos
gendtipos do polimorfismo COMT Val158Met (GG, GA e AA) no eixo Y.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo buscou-se encontrar como o desempenho e atividade cortical
durante uma tarefa de M T na coordenada vertical e horizontal pode-se relacionar e diferir
diante da presenca de polimorfismos relacionados a via dopaminérgica. Verificou que as
frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos DRD2/ANKK1-TaglA, SLC6A3 3’-
UTR VNTR, SLC6A3 intron 8 VNTR e COMT Vall58Met, corresponderam ao
esperando, estando essas semelhantes a trabalhos realizados no Brasil e em outros paises.
Em relacdo ao desempenho na tarefa de MT nas anélises comportamentais pela two-way
mixed factorial ANOVA, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
agrupamentos dos polimorfismos e o erro ao recrutar a posi¢éo do alvo durante a tarefa
“miro ao alvo”. Entretanto, destaca-se o resultado da regressao logistica binaria com base
nos agrupamentos de frequéncia do polimorfismo SLC6A3 intron 8 VNTR em associacao
as variaveis espaciais, indicando associacéo significativa para o Eixo X (plano horizontal)
na tarefa. Quanto as analises eletroencefalograficas os testes da three-way mixed factorial
ANOVA mostraram que 0s grupos homozigotos e heterozigotos dos individuos 9R/9R e
10R/9R do SLC6A3 3°-UTR e 5R/5R e 6R/5R do SLC6A3 intron 8 VNTR, caracterizados
pela instabilidade do DAT e maiores niveis de DA no cortex, apresentaram maior
poténcia das bandas alfa e teta no CPFA, CPFDL e CPFM. Ja o grupo homozigoto GG
do COMTVal158Met, caracterizado por niveis estaveis da enzima COMT e de DA no
cortex, apresentou maior poténcia das bandas alfa e teta no CPFVLd; e o grupo
homozigoto GA COMTVal158Met, caracterizado por niveis instaveis da enzima COMT
e de DA no cértex, apresentou maior poténcia das bandas alfa e teta no CPFVLe.

Sobre as frequéncias genotipicas encontradas, como mencionado anteriormente,
foram semelhantes as encontradas em estudos também realizados no Brasil. Para
DRD2/ANKK1-TaglA o gendtipo A2A2 (estabilidade na densidade de receptores do tipo
D> e ligacdo da DA nas fendas sinapticas), foi o mais prevalente (47%), assim como
encontrado por Vasconcelos et al. (2015). Para o SLC6A3 3°-UTR VNTR o0 gendtipo
10R10R (estabilidade do transporte e recaptacdo da dopamina nas fendas sinépticas) no
presente estudo foi o mais prevalente (54%) e para SLC6A3 intron 8 VNTR 0 gendtipo
6R6R (transporte e recaptacdo deficientes de dopamina nas fendas sinapticas) foi o mais
prevalente (53,7%), o achado dessa frequéncia assemelha-se também a Alcantara (2017),
onde 57% dos controles foram 10R10R e 46,7% 6R6R. Para COMTVall58Met o

genotipo GA (degradacdo enzimética da DA deficiente nas fendas sinépticas) foi o mais
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prevalente (44%), assim como observado por Cordeiro (2007), onde 47,4% dos controles
do sexo masculino foram GA.

Em escala mundial, estudos com caucasianos encontraram resultados genotipicos
semelhantes ao presente trabalho. Quanto ao DRD2/ANKK1-TaqlA, em um estudo com
a populacdo da Franca, 55% dos controles eram A2A2 (DUBERDRET et al., 2010).
Quanto ao SLC6A3, Bruggemann et al. (2007) em um estudo com a populagdo da
Alemanha encontraram uma frequéncia de 75% para o alelo 10R de SLC6A3 3’-UTR
VNTR e 80% para o alelo 6R de SLC6A3 intron 8 VNTR. Quanto ao COMT, em um
estudo com a populacdo da Espanha, 48% dos controles eram GA (HOENICKA et al.,
2010). Esses estudos realizados com caucasianos podem ressaltar resultados semelhantes
aos encontrados no presente trabalho, tendo em vista a miscigenacdo da populagéo
brasileira, como encontrada no trabalho de ancestralidade feito por Lopes et al. (2013),
onde foi visto que a constituicdo genética do Estado do Piaui apresentou uma expressiva
contribuicdo europeia (60%), seguida de africana (21,5%) e, em menor propor¢éo,
amerindia (18,5%). Observa-se também resultados semelhantes em outros estudos de
ancestralidade realizados em Estados da regido Nordeste (PENA et al., 2011; SILVA et
al. 2002).

Quanto as varidveis comportamentais, a associacdo dos agrupamentos dos
polimorfismos e o erro durante a tarefa de MT néo apresentou diferenca estatisticamente
significativa. A divergéncia desses resultados pode ser atribuida a natureza da tarefa
realizada frente a associacdo proposta aos grupos genotipicos. Cross-Villasana et al.
(2018), por exemplo, usaram uma tarefa visuoespacial de resposta imediata. Onde em um
jogo com estimulos visuoespaciais, verificou-se que o aumento na atividade das bandas
alfa e teta tinham uma correlacdo negativa ao desempenho dos participantes. Soderqvist
et al., (2014) encontraram resultados significativos entre polimorfismos no gene
DRD2/ANKK1, porém utilizou treinamento em tarefa visuoespacial e avaliou o
aprendizado em 251 estudantes de até 15 anos de idade. Como qualquer outra tarefa, as
visuoespaiais também sofrem influéncia do efeito da aprendizagem. Isso ficou evidente
ao avaliar participantes submetidos a tarefa envolvendo sequéncia visuoespacial repetidas
vezes, onde o tempo de reacdo dos participantes tona-se mais rapido apds a exposicao
repetida (LUM et al., 2018). O efeito da tarefa sequenciada sobre a melhora da resposta
dos participantes tem relagdo com a carga de MT recrutada para a realizacdo da tarefa.

Isso significa que a MT tem efeito sobre a performance dos individuos em tarefas
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visuoespaciais (VOSSEN et al., 2015), além de influenciar na coordenacéo e controle da
atencdo seletiva (BRADY & ALVAREZ, 2015).

E valido salientar a importancia da natureza da tarefa utilizada para associacio da
varidvel comportamental as contribuicdes genéticas. Karlsgodt et al. (2010) utilizaram
analises de ligacdo génica sequenciais no genoma de 467 participantes para elucidar se o
desempenho da MT é influenciado por fatores genéticos comuns (por exemplo,
herdabilidade e evidéncias de pleiotropismo). Diversos testes de MT foram realizados,
entre eles, testes para analisar o aspecto de armazenamento de multiplos itens na MT para
sua posterior utilizacdo, avaliar a MT espacial quando um alvo aparece em torno de 3a 5
circulos amarelos posicionados de forma aleatdria em torno de uma fixagdo central e a
capacidade de manter diversos itens na memaria para posteriormente evoca-los. Desses,
apenas o desempenho em uma tarefa de resposta espacial retardada compartilhava fatores
genéticos. Esse resultado difere dos nossos, pois a tarefa utilizada no presente estudo
exibiu um Unico estimulo de cada vez, e ao fim da apresentacdo de cada um desses
estimulos, era cobrado que o individuo recordasse a posi¢do deles de forma imediata.

Ainda nos achados das variaveis comportamentais, a regressao realizada com base
nos agrupamentos de frequéncia do polimorfismo SLC6A3 intron 8 VNTR na populacao
em estudo: agrupamento 5R/5R (estabilidade do transporte e recaptacdo da DA nas fendas
sinapticas) vs 5R/6R + 6R/6R (transporte e recaptacdo deficientes da DA nas fendas
sinapticas) em associacdo as varidveis espaciais indicou associacdo estatisticamente
significativa para os Eixos X na tarefa de MT (p<0,05). A MT foi analisada por meio de
memoria em plano espacial, ou seja, relacionada as coordenadas eixo X (horizontal) e
eixo Y (vertical) no monitor durante a tarefa de “mira ao alvo”. Esse resultado monstra
somente efeito principal para eixo X, evidenciando que a coordenada horizontal aumenta
a imprecisdo na tarefa espacial, uma vez que diminui o sincronismo para demanda
atencional na tarefa. Entretanto, ndo podemos especificar qual genotipo estd causando
esse resultado.

Neiman et al. (2014), utilizou uma tarefa de organizacédo espacial de locais de tiro
para estudar como os jogadores adaptam sua estratégia de ataque em tempo real de acordo
com recentes eventos no jogo. Eles observaram que havia ocorréncia de maior efeito
residual para o erro no eixo X devido ao efeito da direcdo do objeto. Ikkai et al. (2016)
também encontraram maior seletividade nos eixos horizontais, quando individuos
realizaram uma tarefa de discriminacdo visual, para os participantes preverem a

localizagé@o do alvo. No presente trabalho, o aumento do erro para X pode sugerir uma
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maior demanda cognitiva da MT para recrutar informacao necessaria para determinar a
marcagao de sincronizacédo entre o alvo e a seta. Entdo, para o eixo X, o individuo pode
“solicitar” mais informagdo cognitiva e por isso ter um menor desempenho a medida que
a tarefa segue. Dessa forma, dependendo do plano espacial, podem ocorrer modulacdes
na demanda cognitiva e, que consequentemente, podem prejudicar o desempenho por
conta do gasto energético no recrutamento de informagdes em referéncia ao eixo X. Esse
resultado ¢ diferente de “eficiéncia neural”, onde ha um menor esforgo cognitivo para a
execucdo de uma tarefa por conta da familiaridade do individuo com a atividade proposta
ou por conta de um exercicio repetitivo (KNUTSON et al., 2007).

Hinterecker et al. (2019) elucidaram como o plano vertical é processado em estudo
de memoria espacial. Em trés experimentos, 0s autores examinaram qual quadro de
referéncia é usado para organizar a memoria para localizagdes verticais: aquela baseada
no corpo vertical, a sala visual na vertical ou a direcdo da gravidade. Em todos os
experimentos, os participantes fizeram julgamentos mais rapidos ou mais precisos
quando, em relacdo ao corpo, a sala estava orientada da mesma forma durante o
aprendizado. Isto sugere que os participantes empregaram um referencial egocéntrico
baseado no corpo para representar localizacdes verticais de objetos, onde a memoria do
espaco vertical parece estar sintonizada para funcionar melhor na orientacdo do corpo
vertical padréo. Portanto, corroborando com nossos resultados, que evidenciam que a
coordenada horizontal aumenta a imprecisdo na tarefa espacial, uma vez que diminui o
sincronismo para demanda atencional na tarefa.

Quanto as andlises comportamentais nos demais polimorfismos estudados nao
houve interacdo entre as contribuices genéticas e o desempenho na tarefa. Entretanto,
em divergéncia com o presente estudo, Marinho et al. (2019) observaram significancia na
variavel comportamental para haplotipos de 3’-UTR VNTR e intron 8 VNTR no gene
SLC6A3 combinados em uma tarefa de estimacdo temporal. Porém, diferente do presente
estudo, os grupos haplotipicos foram organizados entre si de acordo com o nivel de
regulacdo do DAT: agrupamento 10R/10R e 6R/6R; agrupamento 10R/10R e 6R/5R ou
5R/5R; agrupamento 10R/9R ou 9R/9R e 6R/6R; agrupamento 10R/9R ou 9R/9R e
agrupamento 6R/5R ou 5R/5R.

Tendo em vista que diferentes VNTRS representam uma grande mudanca fisica e
quimica para um trecho de sequéncia de DNA, essas mudancas podem alterar a interacdo
do DNA a fatores de transcri¢do, ou seja inibindo a transcri¢éo de proteinas (LESCH et
al., 1994; CONTENTE et al., 2002), podem afetar a eficiéncia do processamento de
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mRNA (HUI, REITHER & BINDEREIF, 2003) ou podem variar 0 espacamento entre
regides funcionais do DNA (GUINDALINI et al., 2006). Levando em consideragédo que
0 mecanismo envolvido nas variagdes no gene SLC6A3 ainda sdo pouco elucidadas
(ZILLES et al., 2012), outras regiGes do gene tém sido avaliadas em conjunto com o
intuito de identificar como as combinacdes alélicas podem interferir no desempenho de
tarefas cognitivas (ALCANTARA, 2017; FRANKE et al., 2010). Assim, a associa¢do do
alelo 9R com maior densidade de sitio de ligagdo DAT pode resultar em vérias vias
possiveis: interagdo da 3'-UTR com proteinas reguladoras ou microRNAs (SERY et al.,
2014), desvio de mRNA para diferentes compartimentos no neurénio, regulacdo da
estabilidade de mMRNA (VANNESS et al., 2005), aumento da eficiéncia translacional, ou
mesmo interacdo remota com elementos reguladores de outros genes que podem afetar a
expressao de SLC6A3 (ROMMELSE et al., 2008). Alguns estudos sugerem que
combinagdes de haplétipos especificos formados por 3'-UTR VNTR de SLC6A3 e 0
intron 8 VNTR estdo associados a diferencas nos niveis de codificacdo de DAT, que
levam a diferencas nos niveis de reciclagem de DA no terminal sinaptico (FARAONE et
al., 2014; SERY et al., 2015). Rommelse et al. (2008) estudaram 8 diferentes haplotipos
em 3’-UTR VNTR e intron 8 VNTR ao risco para 0 TDAH. Porém, nenhum desses
polimorfismos sozinhos apresentou resultados significativos. Contudo, ao combinar o
hapldtipo 10R e 6R foi encontrado risco de 52,5% para o0 TDAH, sendo essa também a
combinacdo haplotipica mais frequente (72,7%) em uma amostra de 545 criangas e
adolescentes de 5 a 19 anos. Assim, as combinacfes alélicas formadas pelo intron 8
VNTR e 3-UTR VNTR séo de interesse para estudo adicional (MARINHO et al., 2019).

O mesmo acontece com DRD2 e COMT. Reuter et al. (2006) investigaram em
uma amostra de 295 individuos saudaveis como os polimorfismos DRD2/ANKK1-TaqlA
e COMT Val158Met estavam relacionados com a teoria da personalidade de Gray, que
em suma é uma teoria onde a personalidade sofreria influéncias de estruturas
dopaminérgicas no sistema limbico, j& que esse sistema estd associado a sincronia da
banda teta em regides relacionadas a performance durante a memdria espacial
(SIGURDSSON et al., 2010). Seus achados revelaram que ha uma interacdo génica
(epistasia) significativa entre 0 DRD2 e o0 COMT para uma escala relacionada & emogéo
positiva, pois escores elevados para a escala foram observados quando a atividade da
enzima e a densidade do receptor D2 estavam em desequilibrio, ou seja, em individuos

portadores Met158Met/A2A2 (baixa atividade enzimatica/alta densidade de receptores)
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ou Val-/Al- (alta atividade enzimatica/baixa densidade de receptores) (REUTER et al.
2006).

Berryhill et al. (2013), estudando também os polimorfismos DRD2/ANKK1-
TaglA e COMT Val158Met com o desempenho em tarefa de MT em uma amostra de 134
individuos do sexo masculino, mostraram que somente individuos polimorficos para
COMT foram significativos, o que demonstra que ha uma relacdo do desempenho da MT
com a atividade da enzima e uma maior densidade de receptores de D2 no estriado. A
partir desses achados, verifica-se que combinac@es haplotipicas entre os genes do sistema
dopaminérgico caracterizam melhor um efeito no genétipo do que quando analisados
isoladamente (FRANKE et al., 2010; ALCANTARA, 2017). Talvez por isso, como neste
estudo ndo foram feitas as analises hapldtipicas entre genes, ndo foram encontrados
resultados significativos tanto na analise comportamental, quanto nas analises
eletrofisiologicas da poténcia absoluta das bandas alfa e teta em relagdo ao polimorfismo
DRD2/ANKK1-TaglA neste trabalho. E sabido a importancia do DRD2 no desempenho
em tarefa de MT espacial (MARINHO, 2016; ELLIS et al., 2005). Entretanto, uma tarefa
cognitiva complexa, como a MT, envolve redes de regides cerebrais e diferentes genes
em interagdo (PERSSON & STENFORS, 2018; NEMODA et al., 2011).

Quanto aos resultados eletrofisiologicos no CPFA, 0s grupos genotipicos dos
individuos homozigotos para SLC6A3 3’-UTR VNTR (9R/9R), homozigotos e
heterozigotos para o intron 8 VNTR (5R/5R e 6R/5R) e o0s heterozigotos para
COMTVal158Met (AG), foi visto que todos apresentaram maior poténcia absoluta das
bandas alfa e teta. Tais achados ja eram esperados visto que o CPFA esta associado a
capacidade de executar tarefas relacionadas a um objetivo, mantendo informacdes
secundarias na MT (CHAHINE et al., 2015), assim como no processamento estratégico,
na atencao sustentada e organizacdo de busca (MOSCOVITCH, 1992; TULVING, 1983;
SHALLICE, 1988).

O mesmo acontece no achado em CPFM e CPFVL, onde 0s grupos genotipicos
dos individuos homozigotos e heterozigotos para SLC6A3 3’-UTR VNTR (9R/9R e
10R/9R) e homozigotos para COMTVall58Met (AA) apresentaram maior poténcia
absoluta das bandas alfa e teta, ou seja, o alelo 9R se relaciona com instabilidade do DAT
e menor reabsor¢do de DA, quando comparado ao 10R (FARAONE et al., 2014; BOLAN
et al., 2007) e os individuos homozigotos para COMTVall158Met (AA), apresentam
menor atividade enzimatica e maiores concentracdes de DA nas fendas sinapticas, quando
comparados ao COMTVal158Met (GG) (TUNBRIDGE et al., 2006; EGAN et al., 2001).
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Sabe-se que a regido do CPFM estéa relacionada ao planejamento cognitivo e que a maior
ativacdo dessa &rea esta relacionada a individuos que ndo sdo habilidosos num
comportamento cognitivo (HATFILD et al., 2013). Ademais, o CPFVL esta envolvido
no processo de resposta inibitdria, que consiste na interrupcdo proposital de uma resposta
dominante ou constante (HAMPSHIRE et al., 2010) e reorientacdo da atencdo, ou seja,
em situagBes no qual o individuo perde o foco da atencdo em uma tarefa e a reorienta
novamente para a mesma (CORBETT, PATEL & SHULMAN, 2008; CORBETT &
SHULMAN, 2002).

Tarefas visuoespacias dindmicas requerem atencao continua do individuo para o
correto  monitoramento do espaco e consequentemente, capacidade de reagir
adequadamente a essas informacdes (JANELLE & HATFIELD, 2008). Cross-Villasana
et al. (2018), por exemplo, utilizando o EEG, observaram aumento da atividade das
bandas teta e alfa nas areas frontais e parietais em individuos durante um jogo de ténis
em 3D, no qual o objetivo do participante era manter a bola em movimento diante de
diversos estimulos visuoespaciais. Os prejuizos ocasionados pela implementacdo de
estimulos adicionais durante uma tarefa visuoespacial, pode trazer consequéncias
cognitivas. Acredita-se que isso afete o tempo e magnitude das repostas neurais
relacionadas a atividade, prejudicando o desempenho nas tarefas motoras (DONOLATO
et al., 2017). Um outro exemplo ocorre no transito, quando pistas adicionais s&o
oferecidas aos motoristas, levando a um prejuizo na identificacdo espacial de pedestres e
demais veiculos. Isso significa que o aumento da carga cognitiva atrasa o tempo de
resposta (LEE, LEE & BOYLE, 2009). Eventos surpresas também prejudicam a MT
(WESSEL, 2016). Isso ocorre quando ao realizar uma tarefa visuoespacial, o individuo
se depara com outras demandas simultaneas, como as verbais (BEAUCHENE et al.,
2016). Isso significa que cargas cognitivas geradas por estimulos verbais enquanto se
realiza uma tarefa visuoespacial, prejudica o desempenho dos individuos na tarefa
(HELTON & RUSSELL, 2013).

Estudos relacionam SLC6A3 3’-UTR VNTR, SLC6A3 intron 8 VNTR e
COMTVal158Met ao aumento no risco de transtornos cognitivos, como déficits de
atencdo e hiperatividade (FRANKE et al., 2010; CHEN et al., 2003). Outros estudos
apontam que deéficits na MT podem levar a prejuizos em processos inibitorios observados
em individuos impulsivos (WHITNEY, JAMESON, & HINSON, 2004;
VILLEMARETTE-PITTMAN, STANFORD, & GREVE, 2003). Assim, é possivel que

esses individuos se distraiam mais voltando sua atengdo para algo exterior a tarefa, e o
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ato de inibir essas distracdes pode requerer maior atividade do CPFA, do CPFM e do
CPFVL e elevacdo das poténcias das bandas alfa e teta. Apesar de a tarefa realizada no
presente estudo ndo ser especifica para avaliar o processo de resposta inibitéria, ela
demanda a inibicdo do estimulo ap06s seu armazenamento e utilizacdo, para que assim
haja a repeticdo do processo em resposta a um outro estimulo subsequente (FUSTER,
2000). Somado a isso, a retencdo de maiores cargas de memaoria requerem mais recursos
de atengcdo e uma supressao mais forte para impedir a interferéncia de informacoes
sensoriais irrelevantes, a fim de armazenar os itens necessarios. Desse modo, a poténcia
da banda alfa é mais forte em cargas de trabalho mais altas do que nas mais baixas
(SCHACK et al., 2015; PALVA & PALVA, 2007; STIPACEK et al., 2003). O mesmo
ocorre com a banda teta, onde sua atividade aumenta de acordo com a carga de memoria
(BOONSTRA et al., 2013).

Em relacdo a regido do CPFVLd os grupos genotipicos dos individuos
homozigotos para COMTVall58Met (GG), apresentaram maior poténcia absoluta das
bandas alfa e teta. Em relacdo a area, esse fato é consistente com varios estudos que
indicam que o hemisfério direito participa de forma mais eficaz em informacdes
visuoespaciais, relacionando os padrbes espaciais da tarefa em questdo (LOPEZ-
GONGORA et al., 2015; KOENIGS et al., 2011; VESLAQUES et al., 2011; HAMIDI et
al., 2008). Em relacdo a contribuicdo genética, foi relatado em outros estudos que, no
desempenho comportamental de tarefas cognitivas semelhantes, os portadores de Val158
mostraram maior ativacdo neural em comparacdo com portadores de Met158 (TAN et al.,
2007; CALDU et al., 2007; MCINTOSH et al., 2007). Assim, portadores de Met158
possuem atividade reduzida da enzima COMT e como consequéncia funcional,
consequente elevacdo nos niveis de DA. Portanto, individuos GG (Val158Val) precisam
recrutar mais recursos neurais para compensar a menor biodisponibilidade da DA, quando
comparados a individuos Val158.

Nas tarefas de processamento de emocdo, percepcdo de dor e antecipacdo de
recompensa, observou-se que os portadores de Metl58 envolvem atividades neurais
maiores ou mais amplas (MOBASCHER et al., 2010; KEMPTON et al., 2009;
SCHMACK et al., 2008; YACUBIAN et al., 2007). Deste modo, pode-se entender que
no CPFVLe, os grupos genotipicos dos individuos heterozigotos para COMTVal158Met
(GA) apresentaram maior poténcia absoluta das bandas alfa e teta. De acordo com
Koenigs et al. (2011) a area frontal esquerda esta relacionada a representacdes verbais da



69

MT. Associado a isso, Prata et al. (2009) associaram o alelo Met158 com maior ativacao
cortical em um estudo de fluéncia verbal. Quanto ao eixo, os achados no CPFVLe
corroboram com o que foi encontrado na analise comportamental, onde o individuo requer
mais esforco ao realizar tarefas de memoria espacial para o eixo horizontal. Os individuos
homozigotos para COMTVall158Met (AA) apresentam menor atividade enzimatica e
maiores concentracfes de DA nas fendas sindpticas. Como os alelos s&o codominantes,
heterozigotos (GA) apresentam concentracdes intermediérias (TUNBRIDGE et al., 2006;
EGAN et al,, 2001). Era de se esperar que individuos COMTVall58Met (GG)
apresentassem maior poténcia absoluta das bandas alfa e teta, entretanto, considerando o
efeito da codominéancia e uma maior quantidade de individuos heterozigotos no presente
trabalho, pode-se sugerir que essa frequéncia tenha afetado o resultado exposto. Assim,
entende-se que o mesmo ocorre no CPFDL, onde os grupos genotipicos dos individuos
heterozigotos para COMTVal158Met (GA) apresentaram maior poténcia absoluta da
banda alfa.

Pelo exposto, embora néo tenha sido encontrada associagdo da tarefa de MT ao
nivel de sub segundos, para que a neurofisiologia associada a memoria visuoespacial
pudesse ser mais detalaha, o presente estudo pode mostrar que diferentes grupos
genotipicos para os polimorfismos estudados apresentaram variagfes na poténcia
absoluta da banda teta em diferentes regides corticais, 0 que demonstra que a capacidade
cognitiva, sob uma determinada tarefa de memdria de trabalho visuoespacial, pode estar

relacionada com a genética do individuo.
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7. CONCLUSAO

Por apresentarem importantes papeis na via dopaminérgica, os polimorfismos
DRD2/ANKK1-TaglA, SLC6A3 3’-UTR VNTR, SLC6A3 intron 8 VNTR e COMT
Val158Met contribuem de diversas formas nas redes neurais e, assim, em fenotipos
cognitivos associados. Ainda que na auséncia de resultados significativos para
DRD2/ANKK1-TaqlA, ndo implica em menor envolvimento do gene nos recursos
corticais ou no desempenho em tarefa de MT, mas em uma adequacao do tipo de tarefa
para posteriores estudos com associa¢des genéticas diferenciais. Quanto ao SLC6A3, os
grupos genotipicos dos individuos caracterizados pela instabilidade do DAT e niveis
elevados da DA no cortex (9R9R e 10R9R de SLC6A3 3°-UTR; 5R5R e 6R5R de SLC6A3
intron 8 VNTR) obtiveram as poténcias das bandas alfa e teta mais elevadas nas areas do
CPFA, CPFDL e CPFM. O contrario ocorreu na area CPFVL onde os individuos
caracterizados pela estabilidade da enzima COMT e niveis estaveis de DA no cortex (GG
de COMT Val158Met) obtiveram as poténcias das bandas alfa e teta mais elevadas. Desse
modo, vale ressaltar que somente DAT transporta dopamina, no entanto ndo s6 COMT
degrada a DA no terminal sinaptico, mas outras enzimas também, como o MAOA.
Portanto, a compensacao na degradacdo da DA pode ter influenciado nos resultados
encontrados.

Tendo em vista que a MT € um componente com grande complexidade envolvida
em redes de regiBes cerebrais e interacdes com diversos genes, compreender como a MT
pode ser modulada geneticamente, por meio do sistema dopaminérgico, oferece subsidios
para entender de que forma esse neurotransmissor afeta processos cognitivos complexos
e seu envolvimento no comportamento cortical. Desse modo, a andlise de outros genes e
suas interacOes, assim como outros neurotransmissores, oferece potencial para futuros
estudos. Por fim, com os resultados encontrados no presente trabalho, podemos observar
como a predicao pelo eixo pode sofrer mudancas de acordo com o gen6tipo e que SLC6A3
3’-UTR VNTR, SLC6A3 intron 8 VNTR e COMT Vall58Met podem modular o

comportamento cortical durante tarefa visuoespacial na MT.
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ANEXO 1

INVENTARIO DE EDINBURGH

PERGUNTAS E

PRIMEIRA PARTE

Que mao vocé usa:

1- Para langar?

2 - Paraescrever?

3 - Paradesenhar?

4 - Para jogar ténis ou pingue-pongue?

5- Para usar a tesoura?

6 - Para usar o barbeador ou passar batom?

7 - Para se pentear?

8 - Para escovar os dentes?

9 - Para usar uma faca sem ser para comer (cortar um barbante,

apontar um lapis)?

10 - Para comer com uma colher?

11 - Para martelar?

12 - Para usar a chave de fenda?

SEGUNDA PARTE

13 - Com que mé&o vocé segura uma faca para comer, ao mesmo tempo

que o garfo?

14 - Se vocé tiver duas malas, com que méo segura a mais pesada?
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15 - Ao varrer, qual a mdo que fica por cima, no cabo da vassoura?

16 - E no cabo do ancinho (ciscador)?

17 - Que mao vocé usa para desenroscar a tampa de um frasco?

18 - Com que mao vocé segura o fosforo para acendé-lo?

19 - Com que mao vocé distribui as cartas do baralho?

20 - Com que méo vocé segura a linha para enfiar no buraco da agulha?

TERCEIRA PARTE

21 — Com qual pé vocé prefere chutar?

22 — Que olho vocé usa quando precisa usar apenas um dos olhos?

TOTAL

Fonte: Adaptado de Oldfield (1971).
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ANEXO 2

MINISTERIO DA EDUCACAO E CULTURA — MEC
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI — UFPI
CAMPUS MINISTRO REIS VELLOSO
Laboratério de Mapeamento e Plasticidade Cerebral-LAMPLACE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Prezado senhor (a),

Convidamos vocé a participar voluntariamente de nossa pesquisa, respondendo 0s questionarios de
avaliacéo psicoldgica, fazendo atividade de avaliacdo da percep¢do do tempo associada ao mapeamento
cerebral por eletroencefalografia e disponibilizando uma amostra de material de origem bioldgica (sangue
periférico) para a pesquisa “Marcadores genéticos associados a percepg¢io do tempo”, realizada na
Universidade Federal do Piaui (UFPI). Apoés ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de
aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a
outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo serd penalizado(a) de forma alguma. VVocé
sera submetido a coleta sanguinea periférica para anélise de marcadores genéticos associados a percepcdo
do tempo, além de passar por uma entrevista (investigacao).

Declaracéo de Idade: Eu declaro que tenho mais que 18 anos e que participarei por livre vontade do projeto
de pesquisa intitulado “Marcadores genéticos associados a percepcdo do tempo”.

Obijetivo: Eu entendo que a pesquisa tem como finalidade avaliar se o desempenho na percepcao temporal
tem relagdo com polimorfismos genéticos. Uma amostra de sangue minha sera obtida por meio de puncéao
venosa, de forma asséptica e executada por profissionais treinados, para que possa ser extraido DNA para
avaliacdo de polimorfismos associados a dopamina e a serotonina. Também executarei atividades de
percepcdo temporal em frente ao computador, enquanto minha atividade elétrica cortical sera avaliada por
intermédio de uma técnica ndo invasiva e indolor chamada eletroencefalografia. Também responderei
questiondrios relacionados a escalas de variaveis psicolégicas (ansiedade, depressdo, memoria, nivel de
atencdo e hiperatividade).

Participacdo no estudo: Para participar deste estudo afirmo que tenho idade entre 18 e 32 anos, néo fiz
uso de produtos com cafeina ha mais de 12 horas e ndo estou utilizando medicamentos controlados. VVocé
ndo tera custo ao participar deste projeto, como também ndo receberd pagamento ou qualquer gratificagdo
financeira. Caso vocé se sinta lesado(a), poderd pleitear, junto aos 6rgdos competentes, indenizagdo, que
sera concedida por determinacdo legal, caso seja comprovado a ocorréncia de eventuais danos decorrentes
da sua participacao neste projeto. Suas informagdes pessoais serdo mantidas em sigilo, sendo sua identidade
preservada.

Detalhamento da técnica: Entendo que a pungao venosa € uma técnica que utiliza seringa para obter uma
pequena amostra de sangue. Ela é realizada de forma asséptica, para evitar infeccdo. Apesar de causar
incbmodo durante a coleta, ela é uma técnica segura quando executada por profissionais. A
eletroencefalografia € um exame seguro, indolor e ndo invasivo, onde eletrodos sédo devidamente colocados
sobre a superficie da cabeca (escalpo) com o intuito de registrar a atividade elétrica cerebral. A tarefa de
percepcdo temporal também é um método seguro e ndo invasivo, serd realizada enquanto a minha atividade
elétrica cerebral é avaliada, onde apertarei teclas ou usarei 0 mouse do computador para executar as tarefas,
que serdo devidamente explicadas pelos pesquisadores e que ndo demandam esforco.

Confidencialidade: Eu entendo que todas as informagdes coletadas no estudo séo confidenciais e que meu
nome ndo sera divulgado em momento algum. Entendo ainda que toda e qualquer informacéo sera utilizada
somente para fins académicos. Os resultados do estudo serdo publicados em revistas cientificas e meu nome
em nenhum momento serd citado. Os materiais concedidos ficardo sob a guarda da Universidade Federal
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do Piaui, Campus Universitario Ministro Reis Velloso (UFPI-CMRYV), sob cuidados dos responsaveis pela
pesquisa, e poderei solicitar a eliminacdo do material em qualquer segmento da pesquisa.

Riscos: Entendo que a coleta sanguinea pode causar dor, o que sera evitado por meio da experiéncia dos
profissionais. A coleta também pode causar incomodo local ap6s o procedimento e raramente pode causar
inflamacdo e infeccdo, 0 que serd evitado utilizando técnicas de assepsia da regido antes da obtencdo do
sangue. Neste contexto, entendo que por meio da captacdo do sinal da eletroencefalografia, os
pesquisadores podem observar alguma possivel disfuncdo neurol6gica. Porém, isto ndo levara a
constrangimento devido experiéncia do pesquisador em lidar com os sujeitos em pesquisa. Também
entendo que o periodo de coleta dos dados é estimado em 120 minutos, o que podera causar incbmodo
devido ao tempo na posicdo sentado. Para evitar esses efeitos vocé poderd interromper a coleta de dados
em qualquer momento que apresente dor devido a postura continuada. Poderei me incomodar com as
perguntas referentes as variaveis psicolégicas, porém estou ciente que os profissionais que as executam
estdo treinados e manterdo a confidencialidade. Caso ocorra qualquer alteragdo, vocé sera encaminhado
pelo pesquisador para acompanhamento médico. Além disso, o pesquisado responsavel ao perceber
qualquer risco ou dano significativo do participante comunicard imediatamente ao Sistema CEP/CONEP.
Porém, em todo momento serdo consideradas minhas dimensdes fisica, psiquica, moral, intelectual, social,
cultural ou espiritual.

Beneficios: Entendo que, apesar de ndo me beneficiar diretamente, a presente pesquisa trard conhecimento
sobre uma area pouco conhecido, que sdo as diferengas inter-individuais da percepgdo temporal. De tal
modo, poderei contribuir para o entendimento de como funciona esse mecanismo, o0 que podera ajudar
pessoas que possuem essa percepcdo alterada em muitas doencas, contribuindo para seu entendimento, o
que podera levar a trazer novas abordagens terapéuticas no futuro.

Liberdade para interromper a participacdo: Sou livre para desautorizar o uso da minha amostra
bioldgica, do dados eletroencefalogréaficos e das informagdes obtidas em escalas psicolégicas a qualquer
momento, sem qualquer prejuizo ou penalizacéo as partes envolvidas.

Este termo de Consentimento Livre e Esclarecido é feito em duas vias, sendo uma para o participante e a
outra para o pesquisador. Em caso de ddvidas quanto aos seus direitos como voluntario de pesquisa, entre
em contato com o CEP-UFPI, em Parnaiba-PI, que é o drgdo responsavel por garantir os cuidados éticos
das pesquisas realizadas com o seu material:

Comité de Etica em Pesquisa — UFPI — Parnaiba
Campus Universitario Ministro Reis Velloso
Av. Séo Sebastido, 2819, Parnaiba, Piaui, CEP 64.202-020
Telefone: (86) 3323-5125

Os responsaveis pela pesquisa podem ser contatados pelos telefones (86) 9839-2898 ou (86) 8837-4232 ou
pelos e-mails: pintogr@gmail.com ou silmarteixeira@ufpi.edu.br

Diante destas informac@es, declaro meu consentimento livre para ceder os materiais de origem
bioldgica e informagdes para a pesquisa “Marcadores genéticos associados a percepciio do tempo”.

Parnaiba-PlI, de de 20

Nome da voluntario(a):

RG/CPF: Tel: () -

ASSINATURAS
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