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RESUMO

Objetivo: Investigacdes eletrofisiologicas em relacdo a funcdo cerebral sdo fortemente
influenciadas pela arquitetura genética. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi investigar
como os polimorfismos funcionais SLC6A3 3’-UTR VNTR (rs28363170) e SLC6A3 Intron 8
VNTR (rs3836790) influenciam a assimetria no cortex frontal durante uma tarefa de estimativa
do tempo. Material e métodos: Cento e sete homens destros (18-32 anos), discentes da
Universidade Federal do Piaui participaram do experimento. Os polimorfismos relacionados a
atividade do transportador de dopamina, tais como SLC6A3 3’-UTR VNTR (rs28363170) e
SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790) foram associados ao desempenho em tarefa de estimativa
do tempo na faixa de supra segundos (intervalos de tempo com duracdo de 1s, 4s, 7s e 9s).
Concomitantemente, a andlise da percepcdo do tempo foi verificado o padrdo assimétrico
cortical em funcdo da capacidade perceptiva dos participantes, por meio da assimetria das
oscilacdes da banda alfa no cortex frontal. ANOV As de um fator foram realizadas para verificar
as diferencas entre os geno6tipos dos polimorfismos SLC6A3 3°-UTR VNTR (rs28363170) e
SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790) em dados de assimetria (Fpl-Fp2, F3-F4 e F7-F8). Para
aandlise do EA e do ER foi realizado uma ANOVA de dois fatores com o fator grupo (SLC6A3
3’-UTR VNTR e SLC6A3 Intron 8 VNTR) e o fator tempo (1, 4, 7, 9 segundos). Para testar
uma predicdo significativa entre os gendétipo dos polimorfismos de SLC6A3 na variavel
comportamental de estimativa do tempo, modelos de regressdo foram analisados. Resultados:
Foi encontrado efeito de subestimacéo e superestimacédo entre o polimorfismo SLC6A3 Intron
8 VNTR (rs3836790) e os intervalos de tempo de 1 e 9 segundos (p<0,001), além de associacao
dos polimorfismos SLC6A3 3’-UTR VNTR (rs28363170) e SLC6A3 Intron 8 VNTR
(rs3836790) com a assimetria a esquerda do cortex frontal. Concluséo: Os achados do presente
estudo indicam que os polimorfismos do transportador de dopamina podem modular a
interpretacdo dos intervalos de tempo em nivel de supra segundos. Desse modo, 0 presente
estudo sustenta que ha influéncia genética na capacidade de interpretacdo de intervalos de
tempo.

Palavras-chave: Estimativa do tempo, SLC6A3, dopamina, assimetria, banda alfa, cortex pré-
frontal.



Abstract

Objective: Electrophysiological investigations regarding brain function are strongly influenced
by the genetic architecture. Thus, the objective of this study was to investigate how the
functional polymorphisms SLC6A3 3'-UTR VNTR (rs28363170) and SLC6A3 Intron 8 VNTR
(rs3836790) influence asymmetry in the frontal cortex during a time estimation task. Material
and methods: One hundred and seven right-handed men (18-32 years old), students from the
Federal University of Piaui participated in the experiment. Polymorphisms related to dopamine
transporter activity, such as SLC6A3 3'-UTR VNTR (rs28363170) and SLC6A3 Intron 8 VNTR
(rs3836790) were associated with performance in a task of time estimation in the range of
seconds (time intervals with duration Of 1s, 4s, 7s and 9s). Concomitantly, the analysis of the
time perception was verified the asymmetric cortical pattern as a function of the participants'
perceptive ability, through the asymmetry of the oscillations of the alpha band in the frontal
cortex. One-way ANOVAs were performed to verify the differences between genotypes of
SLC6A3 3-UTR VNTR (rs28363170) and SLCG6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790)
polymorphisms in asymmetry data (Fpl-Fp2, F3-F4 and F7-F8). A two-factor ANOVA with
the group factor (SLC6A3 3-UTR VNTR and SLC6A3 Intron 8 VNTR) and time factor (1, 4,
7, 9 seconds) were performed for EA and ER analysis. To test a significant prediction among
the genotypes of the SLC6A3 polymorphisms in the behavioral variable of time estimation,
regression models were analyzed. Results: Underestimation and overestimation were found
between the SLC6A3 Intron 8 VNTR polymorphism (rs3836790) and the time intervals of 1
and 9 seconds (p <0.001), in addition to the association of SLC6A3 3-UTR VNTR (rs28363170)
and SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790) polymorphisms with the left asymmetry of the frontal
cortex. Conclusion: The findings of the present study indicate that dopamine transporter
polymorphisms can modulate the interpretation of time intervals at supra second level. Thus,
the present study maintains that there is genetic influence on the ability to interpret time
intervals.

Keywords: Time estimation, SLC6A3, Dopamine, Asymmetry, Alpha band, Prefrontal cortex.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

A percepc¢do do tempo esta relacionada a neuroquimica do Sistema Nervoso Central
(SNC) (PLEIL et al., 2011) e capacita a codificacdo de diferentes estimulos, sejam eles
fisiolégicos ou ambientais (MAKSIMOV et al., 2015). Desse modo, 0 SNC por intermédio de
toda a rede neural identifica, processa e interpreta os eventos em um sistema dinamico, atrelado
as interacdes e renovacOes propiciadas por experiéncias e condi¢bes fornecidas pelo ambiente
(EAGLEMAN et al., 2002; HAGGARD et al., 2002). Logo, a capacidade perceptiva do tempo
necessita de um complexo mecanismo neural que pode ser alterado pelo estado emocional, nivel
de atencdo, memoria, doencas neuroldgicas e neuroquimica cerebral (NENADIC et al., 2003).
Em especial, 0o SNC continuamente mantém o controle na capacidade do ser humano em julgar
os intervalos de tempo sejam eles, com origem de estimulos internos ou externos. Neste caso,
tem sido observado em diversos estudos gque a acdo dopaminérgica tem grande participacdo na
modulacdo neurofuncional (GREEN et al., 2008; HARRINGTON et al., 2010; MERCHANT
etal., 2013; ADDYMAN etal., 2014; PIGNATELLI; BONCI, 2015; BARTHOLOMEW et al.,
2015).

Algumas substancias modificam a concentracdo de dopamina (por exemplo, a cocaina,
metafetamina e haloperidol) e com isso, interferem no julgamento do intervalo de tempo. Isso
foi observado em estudo cujo pesquisadores injetaram no nucleo estriado de ratos drogas
agonistas e antagonistas dopaminérgicas e observaram um consideravel deslocamento do
julgamento do intervalo de tempo (LAKE; MECK, 2013). Especificamente, ao provocar um

distdrbio no transportador de dopamina (DAT) e de monoamina vesicular (VMAT)-2 ocorre



11

uma diminuicdo no sincronismo neural para a codificacdo dos intervalos de tempo, devido a
fosforilacdo, as interacdes proteina-proteina e as alteracBes na localizacdo intracelular de
dopamina (GERMAN et al., 2015).

Em relacdo a influéncia genética na neurotransmissdao dopaminérgica, o estudo de
Meck et al. (2012) demostraram, por intermédio de ressondncia magnética em ratos
nocauteados para o gene SLC6A3 e COMT, que os circuitos neurais no cortex pre-frontal (CPF)
e regides subcorticais possuem menor ativacdo na codificacédo de estimulos. Logo, as mudancas
na expressao de genes que regulam niveis do neurotransmissor no corpo estriado permite a
modulacéo da velocidade do “rel6gio interno”, predominantemente por mecanismos mediados
por enzimas degradativas e DAT (DREW et al., 2003).

Dessa forma, os polimorfismos SLC6A3 3’-UTR VNTR (rs28363170) e SLC6A3
Intron 8 VNTR (rs3836790) alteram a velocidade do reldgio interno, as quais podem originar
diferentes efeitos na funcdo e expressdo de proteinas que auxiliem na neurotransmissao
dopaminérgica. Polimorfismos em regides reguladoras, por exemplo 3’-UTR e regiGes de
introns, alteram a sequéncia de aminoacidos na proteina que codifica o transportador
dopaminérgico, mas ndo afetam a regido promotora do gene, e por conseguinte, ndo modulam
0s niveis de expressdo genética, porém regula a codificacdo protéica do DAT.

Em testes com roedores nocauteados para o gene SLC6A3, foi visto que a auséncia de
expressao desses genes, diminui a precisdo do julgamento temporal, devido a delecéo, impedir
a expressdo de DAT e desse modo, aumentar os niveis de dopamina extracelular, desregulando
a atividade neural no SNC (HARRINGTON et al., 2010; COULL et al., 2012; WIENER et al.,
2014). Diante do exposto, as bases neurobiologicas que permitem entender o julgamento do
intervalo de tempo ainda apresentam muitas lacunas. Desse modo, ao investigar se ocorre

contribuicdo do genotipo relacionado as expressdes do transportador de dopamina na atividade
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cortical por intermédio de tarefas de estimativa do tempo; pode-se compreender parte do
paradigma funcional da atividade cortical no julgamento do intervalo de tempo.

A literatura busca tracar um perfil genético de associacdo com funcdes eletrofisiologicas
e desempenhos comportamentais, por exemplo, tarefas de temporizacdo por intermedio de
estimulos visuais, tateis ou auditivos em seres humanos e outras espécies (FALLGATTER et
al.,, 2004; GREEN et al., 2008; CIRULLI et al., 2010). Dessa maneira, a sensibilidade
diferencial aos estimulos tem sido associada com padrdes de ativacdo assimétrica no cortex pré-
frontal, por meio de medidas da energia dentro da gama de frequéncia alfa (DAVIDSON, 2004;
TOMER et al., 2008). Suporte para este modelo é derivado principalmente de estudos de
assimetria da eletroencefalografia (EEG) em associacéo a polimorfismos de SLC6A3, visto que,
se a dopamina desempenha um papel importante na modulacdo de algumas das diferencas
individuais na sensibilidade para acGes executivas, cogni¢do e capacidade perceptiva, pode
refletir diferencas na assimetria frontal em virtude das vias dopaminérgicas de associacdo com
0s nucleos da base (TOMER et al., 2008; CHRISTOU et al., 2015). Diante do exposto, poucos
estudos examinaram a relagdo entre o processo de temporizacdo, a assimetria pré-frontal e sua
associacao com os gendtipos das variagdes SLC6A3 3°-UTR VNTR e SLC6A3 Intron 8 VNTR.
O presente estudo amplia o entendimento dos aspectos neurobioldgicos na capacidade

perceptiva em funcdo do padrdo de assimetria e variacdes genéticas de SLC6AS.

1.1 Justificativa

A andlise dos polimorfismos SLC6A3 3°-UTR VNTR (rs28363170) e SLC6A3 Intron 8
VNTR (rs3836790), os quais sdo associados ao sistema dopaminérgico, promovem o
entendimento da dindmica molecular envolvida no julgamento do intervalo de tempo e neste
caso, favorece o melhor entendimento da relacdo da atividade cortical com o sistema

dopaminérgico. Desse modo, o estudo contribui para compreensédo das bases neurofisioldgicas
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e moleculares da percepcdo do tempo, além de desenvolvimento de padrdes de rastreamento
molecular e comportamental relacionados a capacidade perceptiva do tempo, a qual sera um
grande passo para o aprimoramento de técnicas moleculares de diagnostico em doencas

neurolodgicas.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo Geral

Analisar a associacdo dos polimorfismos SLC6A3 3°-UTR VNTR (rs28363170) e
SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790) com as modificacdes corticais em individuos saudaveis

durante a realizacdo de tarefa de percepcéo do tempo.

1.2.2 Objetivo Especifico

- Analisar as genotipagens relacionadas aos polimorfismos SLC6A3 3°-UTR VNTR
(rs28363170) e SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790).

- Verificar o comportamento cortical por intermédio da assimetria das oscila¢cdes da
banda alfa em tarefas de estimativa do tempo.

- Predizer a associacdo da influéncia dos polimorfismos SLC6A3 3’-UTR VNTR
(rs28363170) e SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790). no desempenho da tarefa de estimativa

do tempo e comportamento cortical por intermédio da assimetria da banda alfa.

1.3 Hipdtese
HO — Os polimorfismos SLC6A3 3°-UTR VNTR (rs28363170) e SLC6A3 Intron 8
VNTR (rs3836790) ndo modificam o desempenho em tarefas de estimativa do tempo e ndo tem

uma predominancia no cortex frontal.
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H1 — Os polimorfismos SLC6A3 3’-UTR VNTR (rs28363170) e SLC6A3 Intron 8
VNTR (rs3836790) modificam o desempenho em tarefas de estimativa do tempo e tem uma
predominancia no cértex frontal.

H2 — Os polimorfismos SLC6A3 3’-UTR VNTR (rs28363170) e SLC6A3 Intron 8
VNTR (rs3836790) ndo modificam o desempenho em tarefas de estimativa do tempo e tem

uma predominancia no cortex frontal.
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CAPITULO II

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Teorias e modelos de percepgdo do tempo

Pesquisar a percepcao do tempo envolve analisar como a populacdo discrimina, estima
e reproduz um intervalo de tempo (PLOMIN et al., 2013; HERAI; MOGI, 2014). A pesquisa
sobre o tempo subjetivo data de 1868, quando Vierordt determinou que os intervalos de tempo
relativamente curtos sdo alongados e 0s juizos de intervalos de tempo longos séo encurtados
(FERNANDES; GARCIA-MARQUES, 2012). Isto ajudou o entendimento que ao primeiro
contato com algo fora do cotidiano, o SNC estabelece uma temporizacdo deturpada dos
estimulos (BLOCK; GRONDIN, 2014). Por exemplo, pessoas que tiveram um acidente com
probabilidade de 6bito, o julgamento de experiéncias autobiogréficas ou apreciar artes visuais
podem gerar diferentes experiéncias de percepcao do intervalo de tempo (NATHER; BUENO,
2006). Desse modo, estudar os distarbios do julgamento do tempo, pode direcionar para
identificacdo e entendimento de fatores que afetam a percepcao temporal.

O intervalo pelo qual o tempo subjetivo cresce em funcdo do tempo fisico decorrido
(tempo objetivo) é determinado pela atividade do relégio interno que estd relacionado ao
processamento da informacdo temporal em trés estagios: estagio de relégio, estagio de meméria
e estagio de decis@o ou comparacgdo. Isto é refletido pelo numero de oscilagdes captadas pelo
relogio interno por unidade de tempo, e dessa forma, foi classificado na qualidade de Teoria da
expectativa escalar, baseia-se na velocidade do relogio interno e a experiéncia subjetiva do
tempo (TEIXEIRA et al., 2013; ALLMAN et al., 2014). Isto é evidenciado quando uma série

de pulsos é produzida por um marcapasso interno na presenca de um evento. Estes pulsos sdo
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recolhidos, contados e em seguida comparados com as representacGes armazenadas, a fim de
permitir o julgamento do intervalo de tempo (Fontes et al., 2016). Os aspectos funcionais da
Teoria da expectativa escalar podem ser modificados pela atencéo, que ocasiona mudancas no
fenotipo relacionado com a percepcao do tempo. Neste caso, tem sido observado que o nivel de
atencdo modula o interruptor e permite ou impede a acumulacdo dos pulsos, as reacfes a
estimulos e desempenho em atividades motoras que sdo dependentes do nivel de excitacdo
neural, estado emocional e variagdes do ciclo circadiano (DROIT-VOLET, 2013; PLOMIN et
al., 2013; DROIT-VOLET, 2015). Além disso, varias condi¢es farmacoldgicas e psiquiatricas
parecem modificar a velocidade do reldgio interno e enternecem aspectos fisiologicos e
psicolégicos na temporizacdo dos estimulos (ALLMAN; MECK, 2012). Contudo, as alteracdes
na velocidade do reldgio interno séo medidas por uma linha de base com referéncia no acimulo
de pulsos (SCHWARTZE et al., 2012).

Dentro do grande ndmero de possibilidades de correlacdes entre diferentes areas
cerebrais, a analise da percepcao do tempo e a capacidade de sincronizagdo na cronometragem
do tempo podem ser estabelecidas pela interdependéncia e integracdo de areas corticais e
subcorticais (AGHDAEE et al., 2014) devido desencadearem uma representacdo métrica do
intervalo de tempo e dessa forma, a ocorréncia de acontecimentos consecutivos mensurados em
milissegundos a horas (MERCHANT et al., 2013). Embora haja consenso da néo existéncia de
uma via especifica na sincronizacdo da informacdo temporal do ambiente para o cérebro, as
oscilagdes do ambiente externo promovem mudancas nas conexdes dos neurdnios e direcionam
para um mecanismo de integracéo da interpretacéo do intervalo de tempo (COULL etal., 2011).

Devido a integralidade das estruturas do SNC e receptores dos estimulos do ambiente
na temporizacdo dos eventos diarios, modelos atuais de percepg¢do do tempo foram propostos,
entre os quais, 0 modelo de Estado neural, visa indicar mecanismos de uma resultante dindmica

oscilatdria e de caracteristicas proprias dos neurdnios envolvidos em cada circuito de inputs
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neurais (BUHUSI; OPRISAN, 2013). Neste modelo, os neurbnios corticais oscilam
temporalmente de forma estavel, porém em frequéncias diferentes produzindo padrdes de
atividade distintos ao longo do tempo. Somam-se a isto, 0 modelo de batimento de frequéncia
dos chamados neur6nios espinhosos que estdo localizados no neoestriado (KONONOWICZ,
2015). Os neur6nios espinhosos detectam um padrédo de oscilacdo especifica correspondente a
um evento temporal, associado ao estriado, cuja atuacao repercute em unidade de saida Unica
no mesmo periodo de tempo, dessa maneira, 0s potenciais sdo acumulados e saem agrupados
pelo estriado (VAN RIIN; GU; MECK, 2014). Entéo, na relacdo cértico-estriatal, os neurénios
espinhosos constatam determinado padrdo entre osciladores ativos advindo da
neurotransmissdao dopaminérgica, cuja diferentes frequéncias coincidem com pontos
especificos do tempo (GOEL; BUONOMANO, 2014). Por conseguinte, os padroes de intervalo
de tempo aprendidos sdo fortalecidos por intermédio da liberacdo dopaminérgica, com base na
memoria de experiéncias anteriores com determinado evento temporal (VAN RIN; GU,;
MECK, 2014).

A percepgao do tempo de acordo com os “modelos intrinsecos” torna-Se um mecanismo
de adaptacdo vinculada as experiéncias pessoais e condi¢cdes provenientes do ambiente
(FINNERTY etal., 2015). Nesse contexto, as estruturas do SNC processam o estimulo sensorial
em diferentes dominios de tempo (BUONOMANO; MAASS, 2009; GOLAN; ZAKAY, 2015),
bem como capacita a codificacdo de diferentes estimulos ambientais. Gupta (2014) propds que
a dimensdo do tempo é representada por diferentes osciladores neurais para que haja uma
resposta regular do intervalo de tempo. Os receptores que promovem a interagdo com 0 meio
externo também tém uma representacdo fundamental para a interpretacdo do tempo e para as
respostas motoras. Tal modelo foi construido para o processamento de intervalos curtos e
intervalos longos, que sao de grande importancia em fungdes executivas e cogni¢do (BUHUSI;

MECK, 2005). Além disso, diferentes tipos de osciladores neurais compostos principalmente



18

por neurdnios sensoriais e 0s de sincronizagdo excitacdo/inibicdo interligam o processamento
temporal por osciladores embutidos em diferentes redes neurais, moduladas por propriedades
de conex0es e natureza de entrada de impulsos (tamanho axonal, natureza das sinapses), bem
como a plasticidade sinaptica de curta duragdo. Assim, o processo de feedback sensorial e motor
altera a taxa de mudancas na frequéncia de codificagdo do tempo, determinando a codificacdo

da passagem temporal (GUPTA, 2014).

2.2. Eletroencefalografia em estudos com percepcédo do tempo

OscilacBes neurais analisadas pelo eletroencefaldgrafo refletem a mudanca ritmica da
excitabilidade neuronal em uma ampla gama de escalas espaciais e temporais (LUSTIG;
MECK, 2011), que vdo de baixas frequéncias (delta, teta e alfa) a altas frequéncias de
sincronizacao (beta e gama) e sdo mecanismos fundamentais para a analise do funcionamento
das atividades corticais por intermédio do processamento de estimulos e interacdes entre areas
corticais relacionadas com a cognicao e codificacdo do intervalo de tempo (BERLIN; ROLLS;
KISCHKA, 2004; UHLHAAS et al.,, 2009; YU; BUSHOVA; SVETLIK, 2015). Neste
contexto, o eletroencefalégrafo tem sido amplamente utilizado no mapeamento cortical com
relevante capacidade de observar eventos neurofisiolégicos captados por eletrodos
posicionados no escalpo (L1Z10 et al., 2011). A atividade neurofisioldgica das regiGes corticais
abrange as bandas de frequéncia: delta (0,5-3,5Hz), teta (4-7 Hz), alfa (8-12 Hz), beta (13-30
Hz) e gama (acima de 30 Hz) (MINKWITZ et al., 2012). As frequéncias representam padrdes
de atividade cortical em atividades sensério-motoras, cognitivas ou perceptivas e permitem
inferir estados de atividade cortical (ENGEL; FRIES, 2010). Além disso, o eletroencefalografo
é uma ferramenta relevante para observar a capacidade perceptiva do tempo por meio da leitura

e interpretacédo de estados do nivel de atencéo, excitabilidade e vigilancia por diversos padrdes
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de analise (poténcia absoluta, poténcia relativa, coeréncia e assimetria) (SANEI; CHAMBER,
2007).

A investigacdo de modificacbes na percepcdo do tempo e 0s mecanismos ao
processamento de estimulos, demonstrados por Horr, Wimber e Di Luca (2016), evidenciou o
arrastamento da atencao seletiva por parte dos participantes e houve maior recrutamento neural
no cortex parietal posterior (CPP) em relacdo a capacidade de resposta para os intervalos
longos, reforcando a relacdo entre a magnitude da resposta neural e a sincronizacdo da
estimativa temporal no CPP. Entdo, o aumento na capacidade de resposta em funcdo da tarefa
levou ao aumento mais pronunciado da estimativa dos estimulos individuais. Estas analises séo
comumente estabelecidas por intermédio da poténcia absoluta da banda alfa por permitir
relacionar se o aumento ou diminuicdo da poténcia absoluta foi devido a mudancas da atencéo
direcionada para a tarefa (NENERT et al., 2012; VADEN et al., 2012). Snyder e Foxe (2010)
constataram que a poténcia absoluta da alfa € modulada de acordo com a demanda cognitiva
para sincronia de percepg¢do dos estimulos (visual ou auditivo) e resultam em evidéncias para
sua supressdo no aumento da atividade cortical relacionada a execucéo da tarefa. Entdo, quando
o individuo direciona menor atencdo em tarefas automaticas, ocorre 0 aumento da poténcia
absoluta na banda alfa (JENSEN; MAZAHERI, 2010; BONNEFOND; JENSEN, 2012).

O processamento e antecipacdo de eventos sensoriais futuros é um mecanismo de
adaptacdo das mais diversas espécies no ambiente (WITTMANN et al., 2011). Nesse sentido,
a percepcao e controle de atos executivos, com foco no controle motor e o ritmo dos estimulos
auditivos, dependem de um modelo interno previamente estabelecido em funcéo de estimulos
sensoriais que sao captados por osciladores externos (GONTIER et al., 2013). A partir do
exposto, Fujioka et al. (2012), utilizando a magnetoencefalografia, evidenciaram que oscilagdes
da banda beta correspondente ao ritmo de estimulos auditivos, tem relacdo direta entre a atengéo

e a percepgdo dos sinais auditivos, que requer uma acdo preditiva com base na representagdo
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neurobioldgica da informacdo temporal. O estudo determina que a oscilacdo da banda beta no
estado de ativacdo sensdrio-motora associada ao ritmo auditivo, tem um curso temporal para
manter a temporizacdo preditiva na coordenacao funcional de coeréncia entre o sistema auditivo
e motor.

A sinalizacdo dopaminérgica em associa¢do com circuitos neurais que integram o cortex
frontal medial (CFM) relaciona-se com a cognicao e memoria operacional (NARAYANAN et
al., 2013). Parker, Ruggiero e Narayanan (2015), estudaram a influéncia de agonistas
dopaminérgicos do receptor D1 de dopamina e sua influéncia na atividade neural do CFM em
ratos durante tarefas de cronometragem do tempo em sistemas de alavancas. Eles observaram
que a temporizacdo é adequada para estudar a cognicdo, pois envolve mecanismos corticais
frontais dependentes de dopamina (MERCHANT; DE LAFUENTE, 2013). Além disso, 0s
resultados do estudo evidenciam que o blogueio de receptores D1 por agonistas dopaminérgicos
promove falhas em conexdes neurais com o CFM, prejudicando o desempenho em tarefas que
demandam sincronismo do intervalo de tempo, e desse modo, repercutem em mudancas dos
padrdes eletrofisiologicos pertinentes as oscilacbes das bandas teta e delta (NARAYANAN et
al., 2013). Por outro lado, a atividade de oscila¢bes da banda teta relaciona-se com a memoria
operacional e analisa o desencadeamento do sincronismo da resposta motora e do tempo de
reacdo. Isto demonstra que as atividades em teta em areas fronto-estriatais sao moduladas

durante o intervalo de tempo, juntamente com o controle temporal da acdo motora.

2.3. Neurofisiologia da dopamina na percepcao do tempo

A compreensdo do tempo € orquestrada pela sincronizacdo da maquinaria cerebral em
processar as informacdes temporais, por meio da atuagdo neurotransmissora da dopamina, a
qual € um recurso precursor da temporizacdo de intervalos de tempo nos dominios de

milissegundos-a-horas e dia (Figura 1) (ZHANG; PTACEK; FU, 2013; WITTMANN, 2013).
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Notavelmente, os processos de codificacdo do tempo mediado por niveis dopaminérgicos séo
fendmenos comuns em muitas espécies, comportamentos neurobioldgicos (memoria, atencéo,
tomada de decisdo e sistema de recompensa) e fisioldgicos (variacdes hormonais e ciclos de

sono-vigilia) (JONES; JAHANSHAHI, 2011; BISSONETTE; ROESCH, 2015).
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Figura 1: Atuacdo da dopamina nos dominios de tempo de milissegundos a horas. Fonte: Propria.

A percepcdo do tempo, por ser uma habilidade inata, pode ser modificada por nuances
em concentrac6es de dopamina devido ao recrutamento inadequado, lesdes em areas cerebrais
e expressdo genética diferenciada (COULL et al., 2011; BARZMAN; GEISE; LIN, 2015).
Dessa forma, os individuos variam consideravelmente na sua capacidade de discriminar e
estimar intervalos de tempo, de tal forma, as bases neurobioldgicas que permitem a capacidade
de temporizacdo tém sido estudadas com base em teorias da percep¢do do tempo (FONTES et

al.,, 2016), experiéncias condicionadas com animais (BALCI et al., 2010), modelos
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farmacologicos (LAKE; MECK, 2013) e técnicas de mapeamento cerebral (WIENER et al.,
2014), sugerindo uma participacao crucial da dopamina no funcionamento do relogio interno
(TEKI; GRIFFITHS, 2014; ZHOU et al., 2014).

O modelo de processamento de informacdes do intervalo de tempo por intermédio do
marcapasso-acumulador € modulado por variagdes neuroguimicas, que intervém na resposta e
controle dos individuos em func¢éo do tempo corrente (armazenado no acumulador) e o intervalo
de critério (armazenado na memoria de referéncia) (JOZEFOWIEZ et al., 2015). Estes fatos
sdo condizentes com a Teoria de Expectativa Escalar, pois ocorre o aumento da velocidade do
relégio interno com aplicacdo de agonistas dopaminérgicos, e isso, leva a subestimacdo do
tempo (THONES; OBERFELD, 2015). Tomadas em conjunto, as evidéncias de estudos
farmacoldgicos mostram que a velocidade do relégio parece estar mais relacionada ao
funcionamento da via dopaminérgica nigrostriatal. Este aspecto difere da manipulacéo de outras
vias, entre elas, os circuitos colinérgicos fronto-hipocampais que se mostram associados a
capacidade de evocar e reter a memaria temporal e ndo com a velocidade do rel6gio. Neste
caso, ndo promovem mudancas imediatas, mas sim graduais na velocidade do relégio interno,
devido a perda da referéncia de tempo memorizada (COULL; CHENG; MECK, 2011).

O ajuste relacionado a velocidade do reldgio interno repercute em aspectos
neurobioldgicos, como sistema de recompensa. Nesse sentido, Fiorillo, Newsome e Schultz
(2008) demonstraram que 0 comportamento mais vantajoso em relacdo ao ambiente depende
da maquinaria quimica, no intuito de que o SNC reconheca e explore os padrfes espaciais e
temporais por intermédio de seus osciladores externos (receptores sensoriais). Possivelmente,
dependem da neurotransmissao dopaminergica ao reforcar a interacdo entre os nucleos da base
e as areas corticais no processo de recompensa. Os resultados propdem um papel central para

neurénios dopaminérgicos da substancia negra do mesencéfalo na dependéncia do sinal de
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recompensa. Eles sincronizam os circuitos neurais a prever quando um evento de recompensa
ocorrera.

Di Giovanni et al. (2010) observaram interac@es entre dopamina e serotonina no cérebro
por meio de dados eletrofisioldgicos in vivo e in vitro. Os dados indicam que neurbnios
dopaminérgicos recebem proeminéncias serotoninérgicas, originarias dos nucleos da rafe do
tronco cerebral. Diante disso, é de consideravel interesse cientifico conhecer como a modulagéo
quimica cerebral, por intermédio das relacbes dopaminérgicas, exerce impacto na percepcao do
tempo. Em especial, por que modelos farmacoldgicos com agonistas e antagonistas de
dopamina modulam a velocidade do relogio interno na capacidade perceptiva e julgamento
temporal de estimulos? (WITTMANN, 2007).

Os seres humanos e animais processam a informacdo temporal como se estivessem
usando um crondmetro interno que pode ser interrompido, redefinido ou ter sua velocidade
ajustada (BUHUSI; MECK, 2002). Além disso, modelos farmacoldgicos com animais
redefinem a velocidade do reldgio interno, visto que drogas (metanfetamina e cocaina),
aumentam a concentracdo dopaminérgica em neurdnios pré-sindpticos e levam a um
deslocamento horizontal a esquerda na curva de resposta a estimulos de recompensa, sugerindo
uma subestimacéo do intervalo de tempo (CEVIK, 2003; CHENG; MACDONALD; MECK,
2006). Em contraste, a administracdo de antagonistas de receptores dopaminérgicos, tais como
haloperidol, conduz a superestimacgdo de intervalos de tempo, com mudancas horizontais a
direita nas fungdes de temporizacdo (DREW et al., 2003).

A influéncia dos niveis dopaminérgicos em funcBes neurais especificas sdo pontos de
partida para elucidar os mecanismos neurofisiologicos, como por exemplo, as vias
dopaminérgicas e neuroanatomia relacionada (KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 2013).
Uma vez que a associacgdo das vias dopaminérgicas em estruturas neuroanatbmicas e processos

de temporizacao de eventos vém sendo descrita por meio de experimentos com animais. Mita
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et al. (2009) evidenciaram, por meio da medicao de disparos de sincroniza¢do em neurénios de
ratos e macacos, que o tempo € codificado por conexdes corticais e subcorticais. Em geral, os
métodos de estudos baseiam-se na neuroimagem, onde a ressonancia magnética funcional tem
sido empregada a fim de determinar as areas envolvidas na sincronizacdo e codificacdo do
tempo (CPF, area motora suplementar, nucleos da base, dentre outras) (WIENER;
TURKELTAUB; COSLETT, 2010). Considera-se que estas regifes sao ricas em células
dopaminérgicas e promovem a atividade moduladora em uma ou todas as regides do cérebro
(JAHANSHAHI et al., 2010; HARRINGTON et al., 2010).

Estudos demonstram que neurdnios dopaminérgicos atuam em trés vias neuronais: a via
nigroestriatal, a via mesolimbica e a via mesocortical. Estas vias abrangem diferentes fungdes
executivas e estdo associadas a cognicdo (PHILLIPS, VACCA; AHN, 2009; JONES;
JAHANSHAHI, 2011). A via mesolimbica relaciona-se com o sistema de recompensa
(WILLIAMS; UNDIEH, 2016), estados emocionais e é ativada conjuntamente com o0s
neuronios da via mesocortical (PIERCE; KUMARESAN, 2009). Somam-se a isto, as regides
envolvidas na via mesolimbica (o nacleo accumbens, a area tegmental ventral, o hipocampo, a
amigdala e cortex cingulado anterior) (ARIAS-CARRION; STAMELOU; MURILLO-
RODRIGUEZ, 2010). J4 a via mesocortical inclui a area tegmental ventral e suas ramificacdes
para 0 CPF e cortex cingulado anterior (WISE, 2004). Logo, essas regides atuam no
desempenho de funcdes relacionadas a memaria e atencdo, controle motor, dor e emocao
(PAUS, 2001). Outra via neural que possui relagdo com a dopamina é a via nigroestriatal,
localizada na substancia negra do mesencéfalo e nos nudcleos caudado e putdmen, associa-se
com o controle e execucdo motora (SMITH; VILLALBA, 2008). Diante disto, o sistema
nigroestriatal necessita da neurotransmissdo dopaminérgica para codificacdo de intervalos
temporais relacionados a atividade de preparagdo e planejamento motor (MATELL; MECK,

2004). De fato, devido sua relacdo com execucdo motora, esta via influencia no dominio
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temporal de milissegundos (RACAGNI et al., 2004). Por conseguinte, a liberacdo de dopamina
nesta via controla o inicio e o término de intervalos temporais, atuando como moduladora

temporal (ALLMAN; MECK, 2012).

2.4. Gene SLC6A3 e sua influéncia no sistema dopaminérgico durante a percep¢do do tempo.

Dentre os genes que influenciam a neurotransmissdo dopaminérgica, 0 gene SLC6A3
localizado em 5p15.3, codifica o DAT, o qual modula a concentracdo sinaptica do
neurotransmissor nos terminais pré-sinapticos dos neurdnios dopaminérgicos ion-dependentes
(SHIH et al., 2006). Polimorfismo do tipo SLC6A3 3’-UTR VNTR (rs28363170) localiza-se no
éxon 15 da regido 3' ndo traduzida, contém repeticdes em série de 40 pb que vai de 3 repeticdes
(3R) a 13 repeticdes (13R), sendo, as séries de 9-repeticbes (9R) e 10-repeticdes (10R) os alelos
mais comuns na populacdo em geral (SERY et al., 2015). Com base na funcionalidade, os
portadores de um alelo 9R exibem menor codificacdo proteica de DAT, quando comparados
com seus homologos homozigotos 10R, no cortex pré-frontal, cértex pré-motor e ndcleo
caudado, por afetar a regulacdo proteica em nivel de poliadenilacdo (FARAONE et al., 2014).
Assim, remodelam os processos de planejamento e execucdo de tarefas de memoria de trabalho,
atencdo e ocasionam risco de desordens neuroldgicas, entre as quais estdo embutidas na
distorcao da capacidade perceptiva do tempo (GREENWOOD et al., 2013; DE AZEREDO et
al., 2014; FEHER et al., 2014; HABAK et al., 2014; MAITRA et al., 2014).

Outro polimorfismo muito estudada no gene SLCG6A3 encontra-se no intron 8
(rs3836790), uma variacdo do tipo VNTR com 5 ou 6 repeticbes de 10pb (5R e 6R,
respectivamente), cuja repeticdo 6R esta associada na deficiéncia de regulacdo na estabilidade
do RNAm, transporte e sintese protéica na recaptacdo dopaminérgica em relacdo 5R nas fendas
sinapticas (FRANKE et al., 2008). Franke et al. (2008), indicam em seus resultados que o alelo

10R do polimorfismo 3’-UTR (rs28363170) em associa¢do haplotipica com 6R do Intron 8
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(rs3836790) aumenta o risco de transtorno de deficit de atencdo e hiperatividade, bem como
potencial modulador da percepc¢éo do tempo.

A representacdo do tempo € indispensavel para a orientacdo e acdo intencional em um
ambiente fisico e social (MATTHEWS; MECK, 2014). A capacidade de julgar o tempo associa-
se a fatores genéticos que podem alterar a reacdo aos estimulos ambientais (SYSOEVAL,
TONEVITSKY; WACKERMANN, 2010; BARTHOLOMEMW et al., 2015). Diante do exposto,
0 mecanismo perceptivo relaciona-se em parte com a influéncia genética do sistema
dopaminérgico. Porém, ha pouco desenvolvimento de estudos que associam pesquisas
genéticas e desempenho em atividades cronometradas, em especial, o estudo de Jones e
Jahashahi (2011) disp6s como alvo central o nocaute do gene SLC6A3 em camundongos a fim
de estabelecer a associacdo da ndo expressdo dos produtos génicos relacionados a
neurotransmissdo de dopamina com atividades deficientes de cronometragem do tempo em
tarefas de recompensa.

Os resultados sobre a constituicdo, expressdo genética e sintese proteica dos
neurotransmissores, tém como objetivo esclarecer os mecanismos que fundamentam as
mudancas na codificacdo de diferentes produtos génicos, exemplificando a sintese proteica que
auxilia na neurocognicdo e o comportamento humano em funcéo da percepcao do tempo. Diante
disso, diferencas moleculares promovem mudancas em atividades neurais durante uma tarefa
cognitiva ou no processo de estimacdo do tempo. Portanto, a neurogenética procura identificar
pontos de variagdo no genoma que podem ser ligados as fungdes cognitivas e perceptivas, por
intermédio de acdo conjunta de ferramentas de biologia molecular, mapeamento
eletrofisiologico e neuroimagem (GREEN et al., 2008).

Bartholomew et al. (2015), no intuito de identificar genes envolvidos na expresséo de
fenotipos humanos complexos, dentre eles a cognicdo e percepcdo do tempo, demonstraram

fatores genéticos e neurobioldgicos que contribuem para a variabilidade individual na
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velocidade do reldgio interno. Foram analisados 647 individuos saudaveis em tarefas de
producdo e discriminacdo de intervalos de tempo, porém, somente 148 individuos foram
sequenciados geneticamente, em foco, o gene SLC6A3 relacionado a neurotransmissdo
dopaminérgica. A metodologia de pesquisa do genoma € direcionada os polimorfismos cujos
gendtipos sdo correlacionados com uma caracteristica de interesse; em exemplificacdo, a
capacidade de julgar de maneira precisa o tempo. Em resumo, sdo escolhidas com base na
frequéncia do alelo menor (MAF) maior que 5%, e assim, os dados relacionados ao MAF
identificam variagdes comuns que podem contribuir para o entendimento sobre o fenotipo
comportamental de um ser humano na codificacdo do tempo.

Dessa forma, a capacidade de um individuo estimar o tempo pode ser influenciada por
fatores da neuroquimica cerebral, em especial a mediacdo dopaminérgica na sincronizacdo dos
intervalos de tempo (BERRY et al., 2014; MAKSIMOV et al., 2015). Isto pode estar associado
ao recrutamento inadequado, diminui¢do ou aumento dos niveis dopaminérgicos decorrentes
de mudancas na expressao genética, que induz as pessoas a subestimar ou superestimar o tempo
(RAMMSAYER, 1997; MATTHEWS; MECK, 2014). Além disso, as mudancas de expressdo
genética geradas por polimorfismos e modificagdes na regulacdo da sintese proteica
influenciam a capacidade de envolvimento e concentracdo dopaminérgica nos mecanismos
perceptivos, modifica as oscilagdes neurais a fim de concentrar maior ou menor atividade em
areas cerebrais especificas, por exemplo, o cortex frontal e parietal, que se relacionam com
funcOes executivas, cognicdo e percepcao (Figura 2) (BENDER et al., 2012; MAKSIMOV et

al., 2015).
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Figura 2: A expressdo genética do sistema dopaminérgico em mecanismos perceptivos. Fonte: Propria.

Niveis dopaminérgicos sdo regulados por proteinas transportadoras, em foco o DAT,
expresso pelo SLC6A3 que modula a quimica das bases neurais (COLZATO et al., 2010;
KONDO et al., 2012). Desse modo, o desempenho em tarefas de discriminagéo e estimativa do
tempo difere entre os individuos, isto devido a expressao genética diferenciada por intermédio
de polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) e/ou VNTRs de genes que sdo responsaveis
pela regulacdo dopaminérgica (WIENER et al., 2011; BALCI et al., 2013; WIENER, 2014).
Essas diferencas genéticas também foram encontradas em diversos estudos neurobioldgicos da
cognicgdo, a saber: a memoria de trabalho (BERRYHILL; JONES, 2012), aprendizagem e
tarefas de repeticdo motora em relacdo a um estimulo visual (STELZEL et al., 2010).

Sysoeval, Tonevitsky e Wackermann (2010), investigaram as diferencas da base
neurobioldgica em individuos russos e destros, por meio de analise do polimorfismo SLC6A3
3’-UTR VNTR (rs28363170) concomitante a tarefas de discriminacdo do tempo com estimulos
auditivos. Os resultados demonstram que a modulagdo quimica no SNC em atividades
perceptivas esta relacionada com a concentracdo de dopamina na temporizacao de duragdes no
dominio de tempo associado aos intervalos de segundos a minutos. Nesse sentido, as

informagdes genéticas e cognitivas compdem meios que direcionam o esclarecimento dos
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mecanismos que fundamentam o comportamento perceptivo do tempo em humanos. Logo,
demonstra que a expressdo genética diferenciada pode determinar as mudancas na codificacao
dos intervalos de tempo, e assim abrird novas perspectivas de aplicacdes diagnosticas e padrdes
de rastreio molecular a fim de elucidas fendtipos comportamentais associados a neurocognicao

e capacidade perceptiva em individuos saudaveis e portadores doencas neurolégicas.
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CAPITULO III

3. MATERIAIS E METODOS

Com base no estudo que utilizou a analise genética associada a eletroencefalografia
quantitativa (EEGQ) para investigar a influéncia molecular na percepc¢do do tempo, esse estudo
foi composto com uma amostra de 107 individuos saudaveis, discentes da Universidade Federal
do Piaui — UFPI (somente sexo masculino, com idade média + desvio-padrdo [DP] = 22+1,5
anos, faixa etaria = 18-32 anos) (SYSOEVAL; TONEVITSKY; WACKERMANN, 2010).
Foram selecionados individuos destros e que ndo utilizassem qualquer substancia psicoativa ou
psicotropica durante o periodo do estudo 12 horas antes do experimento. O Inventario de
Edimburgo (OLDFIELD, 1971) foi aplicado a fim de identificar a predominancia da mao
dominante dos participantes. Consequentemente, os individuos sinistros foram excluidos do
experimento. Em seguida, os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Piaui-
UFPI com o nimero 1.087.450, de acordo com os padrfes éticos inerentes a pesquisa
envolvendo humanos, para tal foi considerado a Resolugdo n® 466 de 12 de Dezembro de 2012

do Conselho Nacional de Saude.

3.1 Gravacdo de EEGq
Todos os participantes foram acomodados em uma sala com isolamento acustico,
aterramento elétrico e baixa luminosidade. Os participantes sentaram em uma cadeira com

apoio de braco, a fim de minimizar artefato muscular durante a aquisicao do sinal da EEGg. O
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procedimento consistiu em duas gravacdes de EEGq de quinze minutos durante a tarefa (ambas
com os olhos abertos).

O EEGq continuo de 20 canais foi gravado por amplificadores Braintech 3000 (EMSA
- Instrumentos Médicos, Brasil). Os eletrodos de prata/cloreto de prata foram posicionados por
uma tampa de eletrodo equidistante por meio de uma touca de nylon com prefixacéo do sistema
internacional 10-20, incluindo os eletrodos de referéncia biauricular (SPES Medica Brasil). A
impedancia dos eletrodos do EEGq foram mantidas abaixo de 5 KQ. Os dados adquiridos
tinham amplitude total de menos do que 100uV. O sinal do EEGq foi amplificado com um
ganho de 22.000 Hz, analogicamente filtrados entre 0,01 Hz (passa-alta) e 60 Hz (passa-baixa),
com 240 Hz por meio do software Data Acquisition (Delphi 5.0), desenvolvido no Laboratério

de Mapeamento e Plasticidade Cerebral.

3.2 Tarefa de estimativa do tempo

Um monitor de 42’ polegadas foi colocado sobre uma mesa em frente aos participantes
a uma distancia de 80 centimetros e foi ligado somente na execucdo da tarefa de estimativa do
tempo. A estimativa do tempo foi analisada por meio de um programa que registra em formato
.xt o intervalo de tempo alvo apresentado (i.e., 1,4,7 ou 9 segundos) (HANCOCK; RAUSCH,
2010; WITTMANN et al, 2011; JOZEFOWIEZ et al., 2014). A tarefa foi realizada em a duas
fases. Na primeira fase: aparece no monitor a indicagdo do comando “enter” para iniciar, em
seguida, o programa produz um circulo amarelo no centro do monitor que permanece
aleatoriamente em 1, 4, 7 ou 9 segundos; na segunda fase: ap0s a apresentacdo do intervalo de
tempo alvo, o software apresenta no monitor a orientacdo para que o participante digitasse a
duracéo do intervalo de tempo e posteriormente apertasse a tecla "enter"” para finalizar a tarefa

(Figura 3). Cada participante realizou 2 blocos da tarefa com 40 repeti¢6es por bloco.
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Estimativa do intervalo de tempo
para o estimulo visual.

~__ Estimulo randomizado
(1,4, 7 ou 9s)

Padrao de tempo: pressione enter para
iniciar o estimulo visual.

Figura 3: Tarefa de estimativa do tempo. Fonte: Lamplace.

3.3 Andlise dos dados

Analisamos a assimetria do EEGq para a as oscilagcbes da banda alfa (8~12Hz). A
variavel assimetria foi definida como: PE - PD / PE + PD = Py, cujo Pu é uma medida
adimensional que representa a razéo relativa da assimetria. P = Poténcia absoluta, E e D=
hemisfério esquerdo e direito, respectivamente. A assimetria negativa revela que o hemisfério
direito ¢ predominante e ¢ diretamente proporcional para Pu. Dessa forma, foi feita a analise da
assimetria do coértex frontal (Fpl-Fp2, F3-F4 e F7-F8) durante a execugdo da tarefa de
estimativa do tempo, devido ao envolvimento com fungdes cognitivas como atencdo, memodria,
planejamento e capacidade perceptiva de estimulos, ambas embutidas na percepcao do tempo
(BISMARK et al., 2010; MATHEWS; MECK, 2014; DASILVA et al., 2015; FONTES et al.,
2016).

A variavel comportamental que relaciona os dados com o inicio do estimulo visual até
o0 término da estimativa do tempo foi transformada em medidas que representam o valor do erro
absoluto (EA) e a proporc¢édo estimada para duracdo-alvo. O valor do EA € definido como a

diferenca entre a estimativa subjetiva do tempo e a duracéo alvo (BROWN, 1985). Desse modo,
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0 EA é uma medida da diferenca entre o ritmo do reldgio objetivo e o julgado, tornando-se Util
para avaliacdo do nivel global de precisdo de decisdes de temporizacdo (BROWN, 1985;
MIONI et al., 2014). Em complemento, a razdo da estimativa da duracdo do alvo foi realizada
dividindo o tempo de desempenho de cada participante pela duracéo do intervalo de tempo alvo
apresentado para cada trilha. Esta analise corresponde ao erro relativo (EA) e promove o
entendimento que um coeficiente abaixo de 1,0 indica um julgamento da estimativa do tempo
menor do que o tempo real, enquanto que o coeficiente acima de 1,0 representa o julgamento
do tempo maior do que a duracao real, ou seja, um subestimacao ou superestimacdo do tempo,
respectivamente (BROWN, 1985).

Em adicdo, associamos as medidas eletrofisioldgicas de assimetria e desempenho
comportamental da tarefa aos genotipos dos polimorfismos SLC6A3 3’-UTR VNTR
(rs28363170) e SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790). Em detalhe, os seguintes grupos de
gendtipos foram formados para a analise no estudo com base em sua funcionalidade para a
tarefa de estimativa do tempo: (1) SLC6A3 3°-UTR VNTR (rs28363170) (n=73): 10R/10R (alta
sintese proteica do transportador de dopamina) vs 10R/9R e 9R/9R (baixa sintese proteica do
transportador de dopamina) (FOSSELLA et al., 2002; ROMMELSE et al., 2008); (2) SLC6A3
Intron 8 VNTR (rs3836790) (n=103): 6R/6R (auxilia na alta sintese proteica de recaptacdo de
dopamina na fenda sinaptica) vs 6R/5R e 5R/5R (auxilia na baixa sintese proteica de receptagéo
de dopamina na fenda sinaptica) (TONG et al., 2015). Ambos os polimorfismos de SLC6A3
foram analisados de acordo com a literatura anterior (FRANKE et al., 2010; TONG et al., 2015),
que tenham sido previamente demonstrado aumentar o risco de transtornos psiquiatricos,
modular decisdes executivas e aspectos cognitivos. Os demais gendtipos dos polimorfismos
SLC6A3 3’-UTR VNTR (rs28363170) e SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790) considerados e
raros na populacdo foram excluidos para a associacdo com as variaveis eletrofisioldgicas e

variavel comportamental (MECK et al., 2012; VASCONCELOS et al., 2015).
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3.4 Processamento dos dados

Uma inspecdo visual e analise de componentes independentes (ACI) foram aplicadas
para identificar e remover todos os artefatos remanescentes produzidos pela tarefa (JUNG et
al., 2000). Os dados de eletrodos individuais que exibiram perda de contato com o escalpo ou
alta impedancia (>5KQ) nao foram considerados. Um estimador classico foi aplicado para a
densidade de poténcia espectral (DPE), estimada a partir da Transformada de Fourier (TF), que
foi realizada pelo MATLAB (Matwords, Inc.). Parametros do EEGq foram reduzidos a
diferentes periodos, de acordo com o intervalo de tempo. As analises das modificac6es corticais
foram realizadas para os tempos de 1, 4, 7 e 9 segundos. Para cada tempo foi extraida a época
do EEGq relacionada com 2 segundos antes do inicio do estimulo visual (preparacdo para a
tarefa) e até 0 momento 0 que corresponde a execucdo da tarefa de estimativa do tempo. Estes
procedimentos foram realizados para assimetria (FP1-FP2, F3-F4 e F7-F8), devido a relacédo
com o cortex pré-frontal anterior, cortex pré-frontal dorsolateral e cortex ventrolateral

(SIEBNER et al., 2001; NEUPER; PFURTSCHELLER, 2001; HAMIDI et al. 2008).

3.5 Coleta sanguinea, extracdo, quantificacdo e armazenamento do material genético (DNA)
Todos os procedimentos operacionais padrdo (POPs) para coleta de sangue periférico
foram obedecidos com base nas normas da Associagdo Nacional de Biosseguranga (ANBIO).
Posteriormente, as amostras foram submetidas a extracdo do DNA de leucécitos com o kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega Inc., USA), conforme as especificacdes do
fabricante. Resumidamente: 300 uL de sangue total foram adicionados a 900 uL de solugdo de
lise celular e a mistura incubada por 10 minutos com movimentos de inversdo constantes; em
seguida, o sobrenadante foi descartado, e as amostras foram levadas ao vortex evitando a
formagéo de grumos nas etapas subsequentes. Adicionou-se, entdo, mistura contendo 300 uL

de solucdo de lise nuclear e 100 pL de solugdo de precipitacdo de proteinas; o material foi
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novamente centrifugado, transferindo-se o sobrenadante para outro tubo contendo 300 uL de
isopropanol, que passou por nova centrifugacéo, seguida pelo descarte do sobrenadante e pela
adicdo de etanol 70%; procedeu-se mais uma centrifugacdo, descartando-se o sobrenadante.
Obteve-se, entdo, amostra de DNA, observada na forma de uma massa branca (pellet) no fundo
do tubo. Esta foi incubada com 100 uL. de uma solu¢ao de reidrata¢do em banho-maria por 1
hora a 65°C com o objetivo de que o DNA fosse eluido.

A pureza e concentracdo do DNA foram determinadas por eletroforese em gel de
agarose a 0,8%, corado com GelRedTM (Biotium, Hayward, CA, USA), e em
espectrofotdmetro (Biospec-nano, Shimadzu, Japan), por meio do comprimento de onda de 260
e 280 nm. Uma vez determinada a qualidade das amostras, as mesmas sao armazenadas em
freezer (-20°C) no Laboratorio de Genética e Biologia Molecular da Universidade Federal do

Piaui — Campus Ministro Reis Veloso.

3.6 Amplificacdo e analise do polimorfismo SLC6A3 3’-UTR (rs28363170)

A anélise do polimorfismo SLC6A3 3’- UTR VNTR (rs28363170) de 40bp foi realizada
por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os primers forward ‘5-TGT GGT
GTA GGG AAC GGC GTG AG-3’ e reverse 5-CCT CCT GGA GGT CAC GCG TCA AGG-
3’ (Thermo Fisher Scientific). Para um volume total de reacdo de 25uL, foram utilizadas as
seguintes condigdes: 1,0 uL de DNA, 2,5 pL de tampéo 10x (50 mM de KCI, 20 mM Tris-
HCI/pH 8,4), 0,75 pL de MgCl», 1,0 pL de cada primer, 5,0 uL de DNTPs, 0,3 pL de Tag DNA
polimerase e 13,45 pL de H2O destilada completando o volume total de reagdo. Todos os
reagentes utilizados foram da empresa Ludwig Biotechnology Ltd. (Porto Alegre, RS, Brasil).

A PCR foi realizada em termociclador de acordo com os passos listados na Tabela 1.



36

Tabela 1. Programa para amplificagio do polimorfismo SLC6A3 3°- UTR VNTR (rs28363170)

Passos Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturagéo 96°C 5 min. 1x
inicial
Desnaturagéo 94°C 2 min.

Anelamento 64°C 30 seg. 35X
Extenséo 72°C 1 min.
Extensdo final 72°C 7 min. 1x

Para distin¢do dos gendtipos, os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose (GE Healthcare) na concentracdo de 2%, utilizando-se GelRed como corante
fluorescente. A eletroforese foi realizada em cuba horizontal com corrente de 110V e os
fragmentos amplificados foram visualizados em transiluminador (Loccus Biotecnologia) com
fonte de luz ultravioleta. Um marcador de peso molecular de 100 pb foi utilizado para estimar
os tamanhos dos fragmentos. Os gendtipos visualizados neste estudo foram os alelos 10R e 9R.

Os tamanhos dos fragmentos do alelo 10R e 9R sdo 479 pb e 439 pb (Figura 4).

479 pb
43S pb

Figura 4: Padrdo de bandas esperadas para o polimorfismo SLC6A3 3’- UTR VNTR (rs28363170)

Fonte: Propria.
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3.7 Amplificacéo e analise do polimorfismo SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790)

A andlise do polimorfismo SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790) de 30bp, foi realizado
por meio da PCR para determinar as repeticdes 5R e 6R, diante disso, foi utilizado os primers
forward 5°-CCC AGG GAC ATC TGC TAA TG -3’ e reverse 5’-CAC A AATGA GTG TTC
GTG CAT G-3’ (Thermo Fisher Scientific). Para um volume total de reacdo de 25uL, foram
utilizadas as seguintes condi¢des: 1,0 uL de DNA, 2,5 pL de tampéao 10x (50 mM de KCI, 20
mM Tris-HCI/pH 8,4), 0,9 pL de MgCls, 0,4 pL de cada primer, 4,0 pL de DNTPs, 0,2 pL de
Tag DNA polimerase e 15,6 pL de H20 destilada completando o volume total de reagdo. Todos
os reagentes utilizados foram da empresa Ludwig Biotechnology Ltd. (Porto Alegre, RS,

Brasil). A PCR foi realizada em termociclador de acordo com os passos listados na Tabela 2.

Tabela 2. Programa para amplificagdo do polimorfismo SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790).

Passos Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturagao 93°C 5 min. 1x
inicial
Desnaturagéo 93°C 30 seg.

Anelamento 63°C 1 min. 35 x
Extenséo 72°C 1 min.
Extensdo final 72°C 4 min. 1x

Para distincao dos genotipos, foi realizado com base no polimorfismo SLC6A3 3’-UTR
SLC6A3 3’-UTR VNTR (rs28363170). Os gendtipos visualizados foram os alelos 5R e 6R. Os

tamanhos dos fragmentos do alelo 5R e 6R sdo respectivamente, 254 pb e 284 pb (Figura 5).
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284pb
254 pb

Figura 5: Padrdo de bandas esperadas para o polimorfismo SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790).
Fonte: Propria.

3.8 Andlise estatistica

As frequéncias genotipicas foram testadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg usando
y2-teste. Posteriormente, realizamos as andlises de variancia (ANOVAs) de um fator a fim de
avaliar a diferenca dos genotipos dos polimorfismos SLC6A3 3°-UTR VNTR (rs28363170) e
SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790) em dados de assimetria (Fpl-Fp2, F3-F4 e F7-F8) nas
oscilagdes da banda alfa do EEGq.

Para a analise do EA e do ER realizamos uma ANOVA de dois fatores com o fator grupo
(SLC6A3 3°-UTR VNTR (rs28363170) e SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790) e o fator tempo
(1, 4, 7, 9 segundos). Em adicéo, a fim de testar uma predicéo significativa entre os genotipo
dos polimorfismos SLC6A3 3°-UTR VNTR (rs28363170) e SLC6A3 Intron 8 VNTR
(rs3836790) na variavel comportamental de estimativa do tempo, modelos de regressédo foram
analisados. O tamanho do efeito foi estimado como Eta parcial ao quadrado (n?p). A poténcia
estatistica e o intervalo de confianga de 95% (IC 95%) foram calculados para as variaveis
dependentes. A magnitude do efeito foi interpretada utilizando as recomendagdes sugeridas por

Hopkins et al. (2009): 0,0 = trivial; 0,2= pequeno; 0,6= moderado; 1,2= grande; 2,0= muito
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grande; 4,0= quase perfeita. A probabilidade de 5% para o erro tipo | foi adotada em todas as
analises (p<0,05). Desse modo, para detectar se houve uma diferenca real na populagao, o poder
estatistico foi interpretado com 0,8 a 0,9= poténcia alta (Fayers e Machin, 1995). Todas as
analises foram conduzidas utilizando o SPSS para Windows versdo 20.0 (SPSS Inc., Chicago,

I, USA).
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS

4.1 Variaveis genéticas

Para 0 SLC6A3 3’-UTR VNTR, as frequéncias alélicas de 10R e 9R foram de 0,75 e
0,25, respectivamente. Em adi¢do, para o0 SLC6A3 Intron 8 VNTR, as frequéncias alélicas de
6R e de 5R foram de 0,72 e 0,28, respectivamente. Todos 0s genotipos observados paras 0s
polimorfismos do estudo estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05) (Tabela 3). As
frequéncias alélicas foram realizadas por simples contagem e baseadas na funcionalidade dos
polimorfismos, dessa forma, os resultados sdo comparaveis aos relatos anteriores em amostras

de individuos adultos (FRANKE et al., 2008, 2010; TONG et al., 2015).

Tabela 3. Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos do gene SLC6AS.

Variantes genéticas Frequéncia Equilibrio de Hardy-
Weinberg
SLC6A3 3-UTR VNTR  (n=73)

10R/10R 41 (56,2%) (p=0,85)

10R/9R 27 (36,9%)

9R/9R 5 (6,8%)

Alelos

10R 109 (75%)

9R 37 (25%)

SLC6A3 Intron 8 VNTR  (n=103)

6R/6R 57 (55,34%) (p=0,061)

6R/5R 34 (33,01%)

5R/5R 12 (11,65%)

Alelos

6R 148 (72%)

5R 58 (28%)
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4.2 Variaveis comportamentais

A ANOVA de dois fatores para 0 EA e ER ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa entre os polimorfismos estudados (p>0,05), porém os erros de execucao da tarefa
aumentam a medida que aumenta os intervalos de tempo (Figura 6 e 7). As analises de regressao
indicaram que os gendtipos do polimorfismo SLC6A3 3°-UTR VNTR (rs28363170) (10R/10R,
10R/9R e 9R/9R), os quais influenciam a regulacdo na sintese proteica do transportador de
dopamina, ndo exerceram um efeito significativo no EA e ER para todos os intervalos alvo na
tarefa de estimativa do tempo (Tabela 4). Para verificar se a varidvel comportamental estava
gerando influéncia nos dados genotipicos, realizamos analises separadas, e nenhuma foi

significativa, (p>0.05).

Desempenho na estimativa de tempo

1.5 W 3'-UTR VNTR

() Intron 8 VNTR

1.0

Erro absoluto (ms)

0.5

0.0

1s 4s 7s 9s

Figura 6. Erro absoluto dos participantes durante a tarefa de estimativa do tempo,

representados pela média e desvio padrao.
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Padrio de estimativa do intervalo de tempo

=
L

=
e}

H 3'-UTR VNTR

() Intron 8 VNTR

Erro relativo (ms)
. P =
o —_

S
bt

-0.2

-0.3

1s 4s Ts 9s

Figura 7. Erro relativo dos participantes durante a tarefa de estimativa do tempo,
representados pela média e desvio padrao.

Os resultados das analises de regressao para o polimorfismo SLC6A3 Intron 8 VNTR
(rs3836790) indicaram efeitos significativos somente para os intervalos de tempo de 1s (R?=
0,76, B=0,87, p=0,001) e para 9s (R?>=0,81, B=0,21, p=0,002) (Tabela 5). Em consideraco ao
ER revelar a magnitude de subestimacao e superestimacao no desempenho da tarefa, a analise
da regressdo demonstrou efeito para os intervalos de 1s (R?=0,88, B=0,871, p=0,001) e 9s
(R?=0,86, B=0,410, p=0,002), respectivamente (Tabela 5). Logo, o perfil de codificacio
proteica dos genotipos 6R/6R, 5R/6R e 5R/5R promovem mudancgas no padréo de exatiddo e
precisdo para com os valores do EA e ER, pois atuam na modulacdo dopaminérgica envolvida
na velocidade do relégio interno, o qual atua em intervalos de tempo que demandam atividades

automaticas, demandas executivas e cognicao.
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Tabela 4. Modelo de regresséo para o erro absoluto (EA) e erro relativo (ER) em fung&o dos gendtipos
do polimorfismo SLC6A3 3’-UTR VNTR (rs28363170).

Varidvel B Erro Beta Wald p Odds Ratio  1C95% para Odds
padrédo Ratio
Minimo Maéaximo
EAILS 0,108 0,037 0,068 0,291 0,772 1,025 -0,063 0,085
EA4S 0,032 0,071 -0,011 -0,451 0,652 0,972 -0,169 0,106
EATS 0,064 0,150 0,019 0,432 0,670 1,012 -0,231 0,359
EA9S 0,017 0,172 0,023 0,098 0,291 0,999 -0,320 0,353
ER1S -0180 0,038 0,075 1,129 0,072 1,025 -0,063 0,085
ER4S -0,085 0,017 -0,110 1,451 0,065 0,891 -0,042 0,026
ER7S 0,911 0,021 0,121 0,428 0,067 1,085 -0,033 0,051
ER9S 0,222 0,019 0,08 1,099 0,092 0,992 -0,036 0,039

Tabela 5. Modelo de regressao para o erro absoluto (EA) e erro relativo (ER) em fungdo dos gendtipos

do polimorfismo SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790).

Varidvel B Erro Beta Wald p Odds Ratio  IC 95% para Odds
padrdo Ratio
Minimo Maéaximo
EAILS 0,780 0,025 0,410 3,551 0,001* 1,274 0,039 0,136
EA4S 0,031 0,049 0,014 0,625 0,532 0,950 -0,062 0,126
EATS 0,078 0,099 0,017 0,795 0,427 1,004 -0,115 0,273
EA9S 0,221 0,115 0,392 12,006 0,002* 1,001 -0,104 0,348
ER1S 0,870 0,025 0,781 6,551 0,001* 1,274 0,039 0,136
ER4S 0,080 0,012 0,140 1,625 0,532 0,851 -0,016 0,032
ER7S 0,110 0,014 0,170 0,795 0,079 0,768 -0,017 0,039
ER9S 0,410 0,013 0,231 5,058 0,002* 0,718 -0,012 0,039

4.3 Variaveis eletrofisiologicas

As analises revelaram que a assimetria cerebral teve predominancia cortical a esquerda.

A one-way ANOVA ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa entre os gendtipos

10R/10R,

10R/9R e 9R/9R do polimorfismo SLC6A3 3’-UTR VNTR (rs28363170) e a
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atividade eletrofisiologica na area frontal, visto que nao diferiram para o padréo de assimetria
em Fpl-Fp2: [F(1,72)=2,182; p=0,37, n*p=0,21, poder=42%]; assimetria de F3-F4:
[F(1,72)=1,969, p=0,33 n?p =0,31, poder=62%] e assimetria de F7-F8: [F(1,72)=2,826 p=0,09,
n?p =0,45, poder=78%] (Figura 8). Da mesma forma, entre os gendtipos 6R/6R, 6R/5R e 5R/5R
do polimorfismo SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790) e a atividade eletrofisioldgica na area
frontal, ndo diferiram para o padrdo de assimetria em Fpl-Fp2: [F(2,102)=1,261, p=0,288,
12p=0,45, poder=27%], F3-F4: [F(2,102)=10,767, p=0,46 1n*p=0,45, poder=87%] e assimetria

de F7-F8: [F(2,102)=3,32, p=0,727 n?>p=0,6, poder=90%] (Figura 9).
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Figura 8. Assimetria da banda alfa no cértex pré-frontal anterior, cortex pré-frontal
dorsolateral e cortex pré-frontal ventrolateral. Representagdo com a média = erro padrdo para 0s
genotipos do polimorfismo SLC6A3 3’-UTR VNTR (rs28363170).
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Figura 9. Assimetria da banda alfa no cortex pré-frontal anterior, cortex pré-frontal
dorsolateral e cértex pré-frontal ventrolateral. Representacdo com a média + erro padrdo para 0s
genotipos do polimorfismo SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790).
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CAPITULO V

5. DISCUSSAO

Este estudo é o primeiro a incluir uma amostra de adultos saudaveis para examinar a
relacdo da assimetria frontal com os polimorfismos do gene SLC6A3, com a hipotese de que o
status do genotipo estaria associado com mudancas na predominancia de atividade frontal e
desempenho em tarefa de estimativa do tempo. Os resultados serdo discutidos em dois
momentos. No primeiro, a variavel comportamental referente ao erro absoluto, ao erro relativo

e os polimorfismos estudados. No segundo, a variavel eletrofisioldgica.

5.1 Variaveis comportamentais

Os resultados apresentados no estudo para o EA e ER indicam que a temporizacao
observada esta direcionada para o modelo de "reldgio interno”, o qual € um sistema centralizado
de tempo entre os estimulos e a tarefa de medicdo (TEIXEIRA et al., 2013, FONTES et al.,
2016). A representacdo do tempo por este relégio pode envolver a acumulacdo de impulsos
emitidos por um marcapasso, ou a deteccdo de atividade coincidente entre um conjunto de
osciladores em diferentes periodos de tempo, engajada principalmente por meio de
proeminéncias dopaminérgicas existentes no cortex pré-frontal (ADDYMAN; ROCHA;
MARESCHAL, 2014; COULL et al.,, 2012). Estudos de Coull, Cheng e Meck, (2011) e
Barzman, Geise e Lin, (2015) demonstraram a associa¢do do cortex pré-frontal e area motora
suplementar, em temporizar tarefas de estimativa do tempo com duracdes explicitas de
estimulos visuais. No entanto, cada regido pode ter um papel funcional distinto e

diferencialmente implicada dependendo do contexto tarefa. Entre estes, os achados indicam que
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0 percurso dopaminérgico nigrostriatal ascendente parece ser a mais importante destas regides,
isto devido a maior associacdo com o cortex pré-frontal, além de atuacdo no aumento ou
diminuicdo da codificacao proteica na atividade recicladora de dopamina nesta area por meio
do polimorfismo SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790). (MACAR; VIDAL, 2009; COULL;
CHENG; MECK, 2011; BARZMAN; GEISE; LIN, 2015; WIENER et al., 2014). Logo, a base
de cronometragem dos intervalos de tempo de acordo com a propriedade escalar demonstra que
a invariancia de escalas de temporizacdo atribuidas a taxa de pulso do marcapasso e a
transferéncia de representacdes temporais na memoria, sdo propriedades emergentes de
interacdes relacionadas as mudancas em niveis de expressdao e codificacdo proteica do
transportador de dopamina na area do cortex pré-frontal (WIENER; LOHOFF; COSLETT,
2011; MECK et al., 2012; BALCl et al., 2013).

Os resultados indicam que o polimorfismo SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790) atua
na codificacdo dos intervalos de tempo principalmente em periodos de segundos, devido esta
gama de intervalos serem vantajosas no envolvimento de processos cognitivos como memoria,
atencdo e tomada de decisdao (WIENER et al., 2014, BARTHOLOMEW et al. 2015). Desse
modo, os gendtipos 6R/6R em relagdo aos gendtipos 6R/5R e 5R/5R promovem uma
subestimacéo para os intervalos de 1s e superestimagdo do tempo para os intervalos de 9s. Isto
é refletido pelas interferéncias no nimero de oscilagbes captadas por unidade de tempo a partir
do reldgio interno (ALLMAN et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2013) e levou a mudangas no fluxo
de pulsos produzidos pelo marcapasso interno na presenca da tarefa. Estes pulsos foram
recolhidos, contados e em seguida comparados com as representacdes armazenadas a fim de
permitir o julgamento do intervalo de tempo (FONTES et al., 2016). Consequentemente, 0s
resultados indicam que os polimorfismos genéticos determinam o sincronismo na temporizacao
dosintervalos de 1se 9s (GREEN et al., 2008; SYSOEVA; TONEVITSKY; WACKERMANN,

2010). Isso demonstra que SLC6A3 Intron 8 VNTR modula a cronometragem subjetiva do



48

tempo, alterando a velocidade do relogio interno e diminuindo a precisdo em julgar intervalos
de tempo. Logo, os substratos neurais subjacentes aos trés estagios de relogio (fase de relogio,
fase de memoria e decisdo) podem ser modulados em funcdo da regulacdo proteica na
codificacdo da proteina pelos polimorfismos de SLC6A3, que de acordo com este modelo,
participa principalmente na fase de relégio. Um aumento da sinalizacdo dopaminérgica acelera
a acumulacdo de impulsos em periodos de tempo e modifica o processo de codificacdo das
informacdes acumuladas (MATTHEWS; MECK, 2014; DROID-VIOLET, 2013), além de
influenciar a atencéo sustentada ao estimulo visual. Neste caso, a atencdo na tarefa no intervalo
de 1s apresentou menor acumulo de pulsos da informacéo temporal em comparacao ao intervalo
de 9s, isso devido a desaceleracdo do relogio interno, que garante uma concluséo basica de que
fatores ndo-temporais influenciam a percepc¢do de um determinado intervalo de tempo (DREW
etal., 2003; MATTHEWS; MECK, 2014; GOLOMBEK; BUSSI; AGOSTINO, 2014).

Tem sido observado que o nivel de atencdo modula a atividade de areas corticais
responsaveis por permitir a acumulagdo de informagdes, reacdes a estimulos e desempenho em
atividades motoras e cognitivas, as quais sdo dependentes do nivel de excitagdo neural, estado
emocional e variag¢6es do ciclo circadiano (DROIT-VOLET, 2013; PLOMIN et al., 2013). Em
complemento, individuos possuem a capacidade de sincronizar intervalos de tempo proximos
a 1s de maneira automaética por intermédio da atuacdo de integracdo neural com estruturas
subcorticais (e.g., nucleos da base, cerebelo), assim a interpretacdo subjetiva do tempo em
relacdo ao intervalo de 1s torna-se proxima a duracdo real da tarefa (COULL; CHANG; MECK,
2011; ALLMAN et al, 2014). A possivel explicacdo para o achado de efeito no intervalo de 1s,
é que o limite de temporizacdo entre o sincronismo automatico e cognitivo pode ser mais curto
em relacdo ao tempo alvo (COULL et al., 2004). Sob esta perspectiva, a codificagdo do

intervalo de 1s pode ser considerada automatica e, portanto, justificar as diferencas entre os
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participantes na execucao da tarefa de estimativa do tempo (IVRY; SPENCER, 2004; JONES
etal., 2004; FINNETY et al., 2015).

No intervalo de 9s a variacdo SLC6A3 Intron VNTR modificou o desempenho na
execucdo da tarefa, e assim, evidenciamos uma superestimacao do intervalo de tempo (p<0,05).
Os dados relacionados destacam que o cortex pré-frontal e suas proeminéncias dopaminérgicas
desempenham um comportamento compensatorio na sincronizacdo de atividade neural em
niveis atencionais a medida que aumenta o periodo de temporizacao natarefa (DROIT-VOLET;
MECK, 2007; COULL; CHANG; MECK, 2011; FINNERTY etal., 2015). O ajuste relacionado
ao processo de temporizacdo do intervalo de 9s repercute em aspectos neurobiolédgicos
dependentes da consciéncia e acdes executivas. Nesse sentido, os resultados sugerem que as
mudancas na capacidade de captacdo de dopamina na fenda sinaptica do cortex pré-frontal
exercidos pelas variantes genotipicas 6R/6R, 6R/5R e 5R/5R, influenciam o reconhecimento de
padrdes espaciais e temporais por intermédio de seus osciladores externos (receptores
sensoriais), e dessa maneira auxilia na percep¢do mais alongada do tempo (GUPTA, 2014).
Possivelmente, o desempenho nas tarefas cognitivas e de cronometragem de intervalos de
tempo dependem da neurotransmissdo dopaminérgica ao reforcar a interagcdo entre os ndcleos
da base e as areas corticais no processo de sincronismo dos inputs neurais na capacidade
perceptiva.

Em complemento, a fim de contribuir na resposta a esse questionamento, o baixo nivel
de vigilancia durante ao aumento do intervalo de tempo a ser codificado implica em redugéo da
velocidade do reldgio interno. Por exemplo, Minkwitz et al. (2012), por meio da
eletroencefalografia, verificaram uma diminuicdo da atividade cortical em estado de vigilancia
durante a deciséo e percepcdo de longos intervalos de respostas motoras e estimulos auditivos.
Os resultados analisados demonstram que a precisdo na capacidade perceptiva e reproducao

motora prediz o estado de vigilia do individuo. A disfuncéo ocorre por meio de deficiéncias na
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comunicacdo de circuitos neurais entre o cortex pré-frontal e cerebelo em processar
informacdes necessarias no desempenho motor e percepcdo dos intervalos de tempo. Isso
demonstra um aumento dos recursos cognitivos para a demanda da tarefa a medida que aumenta
o intervalo a ser temporizado.

Dada a importancia do transporte e a recaptacdo dopaminérgica na codificacdo dos
intervalos de tempo, 0s experimentos em diversos estudos tém sido demonstrados criticos para
0 julgamento temporal em seres humanos e demais espécies (RAMMSAYER, 1993). Estudos
com modelagem experimental baseada em ratos nocauteados geneticamente para SLC6A3,
corroboram na evidéncia de aumentos na concentracdo de dopamina no cortex pré-frontal e
inputs neurais deficientes na neurotransmissdo da via nigroestriatal. Niveis elevados do
neurotransmissor implica em comprometimento tanto no intervalo de tempo como na
motivacao para trabalhar por recompensas alimentares (DREW et al., 2007). Em associa¢ao
com essas caracteristicas, mostrou-se que os déficits na precisdo de tempo parecem ser
mediados por deficiéncias no sistema de motivacao, memaria de trabalho ou aten¢do sustentada.
Em geral, a alteracdo global da regulacdo proteica de DAT por intermédio do SLC6A3 3°-UTR
VNTR (rs28363170) e SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790) resultam em comportamentos de
subestimacéo e superestimacdo em funcdo da cronometragem do tempo. No entanto, infere-se
que o efeito resultante ndo se assemelha ao efeito de velocidade do relégio induzido pelas
injecdes de droga agonistas dopaminérgicas quando os ratos sdo treinados por pico de intervalo
(P1) (AGOSTINO; CHENG, 2016).

Neste principio, o estudo direciona para a interpretacdo de que a base molecular em
funcdo da cronometragem do tempo promove desvios na sensibilidade perceptiva dos estimulos
e pode ajudar a esclarecer as formas pelas quais a informacao temporal é representada. Por um
outro ponto de vista, seguindo os preceitos do modelo de referéncia interna (MRI)

(MATTHEWS; MECK, 2014), os polimorfismos genéticos modificam o padr&o de oscilagdes
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do sincronismo neural na precisdo de discriminacdo dos estimulos e no padrdo de comparacao
com base na memoria. Sob esta questdo, os participantes possuem um maior delay no processo
cognitivo de comparar o estimulo com uma referéncia interna, que compreende uma
combinacéo linear ponderada do primeiro estimulo e o nivel de referéncia interna do ensaio

anterior.

5.2 Variaveis eletrofisioldgicas

Nos resultados ndo foram observado diferenca estatisticamente significativa entre os
gendtipos dos polimorfismos estudados e a variavel eletrofisioldgica, no entanto, foi
evidenciado predominancia de ativacdo do cértex frontal esquerdo (Figura 8 e 9). Estes
resultados direcionam para o entendimento de que os polimorfismos estudados podem estar
associadas com as funcdes do cortex frontal esquerdo na interpretacdo da estimativa do tempo
(DREW et al., 2003; MATTHEWS; MECK, 2014; WIENER et al., 2014).

Em geral, registros eletrofisiologicos indicam que as oscilagdes de assimetria da banda
alfa na area frontal estdo associadas com uma variedade de fungdes cognitivas fundamentais
para o desempenho de tarefas. 1sso ocorre devido a diversos fatores, dentre eles, os loops das
conexdes estriato-tdlamo-corticais no sincronismo de informacdes relevantes para a capacidade
perceptiva em todos os dominios de tempo (COULL et a., 2004; MECK, 2009). As alteracdes
transitorias da assimetria em alfa no cortex frontal sdo consideradas como um correlato objetivo
do nivel atencional (HARMON-JONES; GABLE; PETERSON, 2010). Conceitualmente a este
modelo de ativagdo, sugere-se que a dicotomia de sistemas de auto regulacdo em aspectos
cognitivos e na capacidade de responder a estimulos prévios do ambiente (PAPOUSEK et al.,
2013), ocorre por meio de um deslocamento de atividade relativamente maior no cortex frontal
esquerdo (evidenciado pela atividade da banda alfa aumentada) (HARMON-JONES; GABLE;

PETERSON, 2010). Nesse sentido, 0 aumento da assimetria a esquerda no cortex frontal,
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destaca o papel no armazenamento da informacdo temporal em nivel de supra segundos, por
estar especialmente associado a processos cognitivos relacionados com a atencdo para
estimulos visuais (LEWIS; MIALL, 2006; ALLMAN; MECK, 2012; JENSEN; MAZAHERI,
2010), atuando no dominio neurobiolégico fundamental na oscilagéo do reldgio interno durante
0 desempenho da tarefa de estimativa do tempo (LEWIS; MIALL, 2006; MATTHEWS;
MECK, 2014).

Ao considerar que o cortex frontal esquerdo estd intimamente relacionado com
processos de atencdo voluntaria (KLIMESCH, 2012), observa-se que a banda alfa ¢ modulada
de acordo com a demanda cognitiva e sincronia da percepcao dos estimulos (sejam visuais ou
auditivos) e resultam em evidéncias para sua supressao da atividade cortical relacionada a
execucdo da tarefa. Entdo, quando o individuo direciona menor atencao em tarefas automaticas,
ocorre 0 aumento da assimetria na banda alfa (JENSEN; MAZAHERI, 2010; SNYDER; FOXE,
2010; BONNEFOND; JENSEN, 2012). Os achados no presente estudo demonstram que 0s
circuitos que regulam recursos cognitivos para a captacdo e o armazenamento de meméria dos
intervalos de tempo sdo mensurados com base no padrdo de atividade assimétrica do EEGq
(BUHUSI; MECK, 2005; FUKUDA; MANCE; VOGEL, 2015; SAMAHA; POSTLE, 2015;
PALVA; PALVA, 2011; KOCH et al., 2009; CECERE et al., 2015). Este achado difere de
alguns estudos que estabelecem um dominio hemisférico a direita para os recursos de
processamento temporal (JONES et al., 2008; DROIT-VOLET, 2013; PLOMIN et al., 2013).
Entretanto, os achados podem ser explicados pelo fato de que a regido frontal esquerda € mais
apta a codificacdo de informacdes que serdo acumuladas nas diversas areas temporizadoras para
0 planejamento e integracdo sensorial de estimulos ambientais (LEWIS; MIALL, 2006;
DROID-VOLET et al., 2013).

Uma das possiveis explicacdes para a assimetria frontal a esquerda, refere-se a maior

recaptacao de dopamina na fenda sinaptica do cortex frontal por meio dos gendtipos de SLC6A3
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3’-UTR VNTR (rs28363170) e SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790). Assim, influenciam
conexdes dopaminérgica com outras areas (i.e., amigdala, nucelos da base), o cortex frontal
modula o processamento das informacdes relevantes para a temporizagéo e tomada de deciséo
(PAPOUSEK et al., 2013). Logo, as associacdes entre os polimorfismos SLC6A3 3’-UTR
VNTR (rs28363170) e SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790) e a assimetria da banda alfa no
cortex frontal podem tornar-se notorias no contexto de determinar fenotipos relevantes para a
percepcdo e desempenho em tarefas de estimativa do tempo (MATTHEWS; MECK, 2014). A
primeira vista, parece ser plausivel que os genes relacionados com a modulacao dos niveis de
dopamina, afetam o processamento de temporizacdo dos estimulos, e assim, refletem na menor
amplitude de informac@es que sdo transmitidas por meio de conexdes da via nigroestriatal no
circuito estriato-tdlamo-cortical.

Além disso, a dopamina modifica a sincronizacdo de informacdes obtidas a partir de
receptores sensoriais, 0s quais sdo responsaveis em captar e redirecionar as informacdes para
serem interpretadas em acgdes executivas propostas no modelo classico de 'marcapasso-
acumulador’ (MERCHANT; HARRINGTON; MECK, 2013; ZHANG; PTACEK; FU, 2013).
Considerando a importdncia da neurotransmissdao dopaminérgica para 0 processamento
temporal, Gupta (2014) propde a relacdo eletrofisioldgica de oscilagbes neurais mensuradas por
meio da frequéncia em alfa do EEGqg em varios rel6gios modulares localizados em areas de
conexBes com circuito frontoparietal e vias dopaminérgicas. Com base nas afirmacGes
relacionadas as condicgdes eletrofisioldgicas e niveis de dopamina na codificacdo preditiva dos
intervalos de tempo, um estudo de discriminacéo temporal de Kononowicz e Van Rijn (2014)
analisou potenciais evocados seguindo o desvio absoluto entre a duracéo padrao e o periodo de
comparacdo. Os autores verificaram aumento da atividade da banda alfa na percepcdo de
duragdes mais proximas das duracdes padrao independentemente da duracéo apresentada. 1sso

indica uma continua retroalimentacdo no marcapasso do striatum de modo a auxiliar a
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modulacdo dos osciladores na codificacdo do julgamento temporal (COULL et al., 2004;
GUPTA, 2014).

Finalmente, os dados individuais apresentaram valores assimétricos maiores no cortex
frontal esquerdo, pode estar associado com a riqueza do cortex do frontal com receptores D1-
D5, além de alta atividade recicladora de dopamina. Entdo, os dados sugerem que a direcdo e 0
grau de assimetria em areas que atuam marcadores dopaminérgicos podem demonstrar um trago

comportamental na discriminacdo dos intervalos de tempo.
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CAPITULO VI

6. CONCLUSAO

O estudo polimorfismos genéticos associados a medidas eletrofisiologicas ndo é apenas
relevante para a saude como biomarcador diagnéstico de doencas neuroldgicas, tem o potencial
de informar a respeito dos diversos fendtipos comportamentais que alteram o julgamento
temporal. A respeito, 0 presente estudo € o primeiro a incluir o papel das bases moleculares
relacionadas ao transportador de dopamina no padrdo assimétrico do cortex frontal esquerdo,
relacionando-os a percepcao e cronometragem dos intervalos de supra segundos em tarefas de
estimativa do tempo. Os niveis do neurotransmissor dopamina, em resumo, sao regulados por
importantes polimorfismos SLC6A3 3°-UTR VNTR (rs28363170) e SLC6A3 Intron 8 VNTR
(rs3836790), que modulam a quimica das bases neurais, principalmente nos circuitos que
envolvem a atuacao do cértex frontal, por meio de suas proeminéncias dopaminérgicas cortico-
estriatais. 1sso parece estar associado com a determinacdo de aspectos neurobioldgicos
pertinentes a cognicdo. A hip6tese de atuacdo no julgamento de intervalos de tempo é suportada
por mudancas no sincronismo de informacgdes do processo perceptivo no cortex frontal em
funcdo do nivel atencional, ocasionando maiores oscilagdes da assimetria da banda alfa na
regido esquerda.

Este estudo indica que as oscilacGes da assimetria da banda alfa no cértex frontal podem
modular a interpretacdo dos intervalos de tempo em nivel de supra segundos, com influéncia
genética no EA e ER para os intervalos de tempo de 1s e 9s, devido a flutuacdo dopamineérgica
em funcgéo dos genotipos do polimorfismo SLC6A3 Intron 8 VNTR (rs3836790). As conclusdes

de influéncia genética na assimetria frontal em funcdo da capacidade perceptiva ainda requerem
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mais investigacOes, principalmente, com maior tamanho da amostra, mais polimorfismos que
atuem em fenotipos comportamentais, utilizacdo de outros modelos de analise da percepcao do
tempo em diferentes intervalos de tempo. Embora seja o primeiro trabalho a evidenciar padréo
a esquerda em estimativa do tempo, o estudo direciona para o avanco no entendimento de que
a influéncia genética modula a neuroquimica e pode influenciar o comportamento individual na
percepcdo e codificacdo dos intervalos de tempo. Dessa maneira, 0 estudo traz implicacfes
importantes ndo so para 0 mapeamento das bases neurobioldgicas da percepcdo do tempo em
individuos saudaveis, direciona para o entendimento futuro das possiveis relacGes para o
comportamento da percepcdo do intervalo de tempo em doencas neuroldgicas. Além disso,
estudo futuros poderdo esclarecer o papel da desregulacdo assimétrica da neurotransmissdo
dopaminérgica na mediacdo de fenotipos comportamentais e patoldgicos, visto que as
informacBes genéticas e cognitivas compdem meios que direcionam o esclarecimento dos

mecanismos que fundamentam a percepcdo do intervalo de tempo em humanos.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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 os questionarios de avaliagdo
psicolégica, fazendo atividade de avaliacdo da percepcdo do tempo associada ao mapeamento cerebral por
eletroencefalografia e disponibilizando uma amostra de material de origem biolégica (sangue periférico) para a
pesquisa “Marcadores genéticos associados a percepcio do tempo”, realizada na Universidade Federal do Piauf
(UFPI). Apos ser esclarecido(a) sobre as informages a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao
final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas € sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de
recusa vocé ndo sera penalizado(a) de forma alguma. Vocé serd submetido a coleta sanguinea periférica para
andlise de marcadores genéticos associados a percepcdo do tempo, além de passar por uma entrevista
(investigacdo).

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 percep¢ao do tempo”.

Obijetivo: Eu entendo que a pesquisa tem como finalidade avaliar se 0 desempenho na percepgdo temporal tem
relacdo com polimorfismos genéticos. Uma amostra de sangue minha serd obtida por meio de puncéo venosa, de
forma asséptica e executada por profissionais treinados, para que possa ser extraido DNA para avaliagdo 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 néo
invasiva e indolor chamada eletroencefalografia. Também responderei questionarios relacionados a escalas de
variaveis psicolégicas (ansiedade, depressdo, meméria, nivel de atencéo e hiperatividade).

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

Detalhamento da técnica: Entendo que a pungdo venosa é uma técnica que utiliza seringa para obter uma pequena
amostra de sangue. Ela ¢ realizada de forma asséptica, para evitar infec¢do. Apesar de causar incémodo durante a
coleta, ela é uma técnica segura quando executada por profissionais. A eletroencefalografia é um exame seguro,
indolor e ndo invasivo, onde eletrodos sdo devidamente colocados sobre a superficie da cabeca (escalpo) com o
intuito de registrar a atividade elétrica cerebral. A tarefa de percep¢do 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 nao
demandam esforco.

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

Riscos: Entendo que a coleta sanguinea pode causar dor, 0 que serd evitado por meio da experiéncia dos
profissionais. A coleta também pode causar incomodo local apds o procedimento e raramente pode causar
inflamagdo e infeccdo, o que sera 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 disfungdo neuroldgica. 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 incomodo devido ao tempo na posicao sentado. Para evitar esses efeitos vocé
podera interromper a coleta de dados em qualquer momento que apresente dor devido & postura continuada.
Poderei me incomodar com as perguntas referentes as varidveis psicolégicas, porém estou ciente que 0s
profissionais que as executam estdo treinados e manterdo a confidencialidade. Caso ocorra qualquer alteragdo,
voceé sera encaminhado pelo pesquisador para acompanhamento médico. Além disso, o pesquisado responsavel ao
perceber qualquer risco ou dano significativo do participante comunicara 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 diferencas inter-individuais da percepcéo temporal. De tal modo, poderei
contribuir para o entendimento de como funciona esse mecanismo, o que podera ajudar pessoas que possuem essa
percepcdo alterada em muitas doencas, contribuindo para seu entendimento, 0 que podera levar a trazer novas
abordagens terapéuticas no futuro.

Liberdade para interromper a participacéo: Sou livre para desautorizar o uso da minha amostra bioldgica, do
dados eletroencefalogréaficos e das informacGes obtidas em escalas psicoldgicas a qualquer momento, sem qualquer
prejuizo ou penalizagdo 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-Pl, que é o érgdo 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 informag6es, declaro meu consentimento livre para ceder os materiais de origem bioldgica
e informagdes para a pesquisa “Marcadores genéticos associados a percepg¢do do tempo”.

Parnaiba-Pl, de de 20

Nome da voluntario(a):
RG/CPF: Tel.: () -

ASSINATURAS

Voluntaria Responsavel pelo Projeto
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PERGUNTAS E

PRIMEIRA PARTE

Que mao vocé usa:

1- Paralancar?

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 mao vocé segura uma faca para comer, a0 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 mé&o vocé distribui as cartas do baralho?

20 - Com que mo 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

Adaptado de Oldfield (1971).




