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RESUMO

A percepcao temporal € uma habilidade inata de varias espécies de animais, sendo
uma caracteristica imprescindivel para fungbes cognitivas basicas como a
aprendizagem e tomada de decisdo. Dentre os diferentes neurotransmissores que
tém sido envolvidos com a modulacdo do relégio interno, a serotonina (5-HT) se
destaca em variados experimentos com seres humanos e animais. Entretanto,
ainda ndo se sabe como polimorfismos genéticos associados com a regulacéo de
5-HT podem contribuir para variagbes na forma como processamos a dimenséo
temporal. O presente trabalho, com uma amostra de 97 individuos do sexo
masculino, teve como finalidade investigar como o polimorfismo de nimero variavel
de repeticbes em tandem (VNTR) na regido promotora do gene MAOA pode
contribuir para as diferencas interindividuais no desempenho na tarefa de
estimativa de tempo e na assimetria da banda alfa no coértex pré-frontal. Os
individuos estimaram o tempo (1, 4, 7 e 9s) concomitante a captacao
eletroencefalografica. Os sujeitos foram genotipados por meio de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) e classificados de acordo com o numero de repeticdes como
portadores de alelos de alta (H-MAOA, n=59) ou baixa expresséo (L-MAOA, n=38).
Por meio de uma regressao logistica, o genotipo foi previsto significantemente pelo
erro absoluto em 1s e pela maior atividade da banda alfa a esquerda do cortex pré-
frontal ventrolateral (CPFVL) em 7s (p<0,005). Os individuos L-MAOA tenderam a
errar menos em 1s e a subestimar os intervalos temporais (1, 4, 7 e 9s). Todavia,
nao foi encontrada interacdo do gendtipo com a assimetria do cértex pré-frontal na
analise de variancia de dois fatores. O cortex pré-frontal anterior, cértex pré-frontal
dorsolateral e CPFVL apresentaram predominancia de atividade no hemisfério
direito, o que corrobora para a sabida importancia do hemisfério direito para a
percepcdo do tempo em estudos de lesdo e de estimulacdo magnética
transcraniana. O polimorfismo MAOA-VNTR mostra-se como um importante
marcador para a resposta temporal, o que pode ser associado ao papel da
modulacdo da 5-HT para impulsividade, atencdo e memoéria de trabalho, que sao
importantes aspectos do processamento temporal.

Palavras-chave: Assimetria, Banda alfa, Cértex cerebral, Eletroencefalografia,
Estimativa de tempo, Percepc¢éo do tempo, Serotonina



ABSTRACT

The temporal perception is an innate ability of several species of animals, being an
essential characteristic for basic cognitive functions like learning and decision
making. Among the different neurotransmitters that have been involved with the
modulation of the internal clock, serotonin (5-HT) stands out in various experiments
with humans and animals. However, it is not yet known how genetic polymorphisms
associated with 5-HT regulation may contribute to variations in the way we process
the temporal dimension. The present work, with a sample of 97 male subjects, aimed
to investigate how the variable number of tandem repeats (VNTR) in the promoter
region of the MAOA gene can contribute to the interindividual differences in the
performance in the estimation task and asymmetry of the alpha band in the
prefrontal cortex. Subjects estimated the time (1, 4, 7 and 9s) concomitant with
electroencephalographic uptake. The subjects were genotyped by polymerase
chain reaction (PCR) and classified according to the number of repeats as having
high alleles (H-MAOA, n = 59) or low expression (L-MAOA, n = 38). Through a
logistic regression, the genotype was predicted significantly by the absolute error in
1s and by the greater activity of the alpha band to the left of the ventrolateral pre-
frontal cortex (VLPFC) in 7s (p <0.005). The L-MAOA subjects tended to err less in
1s and to underestimate the time intervals (1, 4, 7 and 9s). However, no main effect
of the genotype was found on the asymmetry of the prefrontal cortex in the two-way
analysis of variance. The anterior prefrontal cortex, dorsolateral prefrontal cortex,
and VLPFC showed predominance of activity in the right hemisphere, which
corroborates the well-known importance of the right hemisphere for the perception
of time in lesion studies and transcranial magnetic stimulation. The MAOA-VNTR
polymorphism is shown to be an important marker for temporal response, which
may be associated with the role of 5-HT modulation for impulsivity, attention and
working memory, which are important aspects of temporal processing.

Keywords: Asymmetry, Alpha band, Cerebral cortex, Electroencephalography,
Time estimation, Time perception, Serotonin
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1. INTRODUCAO

O tempo é crucial para praticamente todas as nossas atividades cotidianas,
desde nosso ciclo sono-vigilia, até tarefas simples como andar, falar e praticar
esportes (Aghdaee et al., 2014). Nossa sensacao subjetiva do tempo é fundamental
para nossa concepcao de realidade e faz parte da estrutura intelectual pelo qual
fazemos sentido ao curso de eventos em nossa vida (Allman e Meck, 2012). Além
disso, como a maioria dos animais, nosso cérebro processa a informacao temporal
por meio de uma ampla gama de intervalos diferentes (Buhusi e Meck, 2005; Tucci
et al., 2014).

Ao contrario dos sentidos como a viséo e audicao, os intervalos de tempo néo
podem ser diretamente percebidos por meio de receptores especificos, mas sim
devem ter sua dimensao construida no cérebro. Dessa forma, os seres humanos e
animais podem estimar intervalos temporais com grande preciséo, sendo essencial
para o planejamento e previsao de a¢fes (Bermudez e Schultz, 2014). No entanto,
os determinantes fisiolégicos e psicologicos da percepcdo do tempo, além da
maquinaria molecular e os seus mecanismos neurais subjacentes ainda néo estao
suficientemente compreendidos (Sysoeva et al.,, 2010; Tucci et al.,, 2014;
Bartholomew, Meck e Cirulli, 2015).

Diferentes subsistemas de transmissao neural sdo apontados como atuantes
sobre a percepcao do tempo (para revisdo, Merchant e de Lafuente, 2014), sendo
gue esta claro o papel dopamina (DA) no processamento temporal (Buhusi e Meck,
2005; Cheng, Macdonald e Meck, 2006; Balci et al, 2010; Lake e Meck, 2013;
Golombek, Bussi e Agostino, 2014). Em contrapartida, ainda nao é suficientemente
claro o papel da serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) na percepcéo do tempo
(Body et al., 2005; Carter et al., 2005; Asgari et al., 2006; Sysoeva et al., 2010;
Heilbronner e Meck, 2014). De tal forma, pesquisadores tém se interessado em
estudar como as variagdes genéticas podem explicar o papel dos
neurotransmissores no funcionamento e nas diferencas interindividuais do relogio
interno (Sysoeva et al., 2010; Tucci et al., 2014; Bartholomew, Meck e Cirulli, 2015).
Apesar dos esforcos de varias linhas de pesquisa, a compreensdo de como a
atividade cerebral varia de acordo com polimorfismos genéticos que alteram a

expressdo génica e como isso afeta a percepcdo do tempo ainda ndo esta
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amplamente estabelecida (Bartholomew, Meck e Cirulli, 2015). O presente trabalho,
de tal forma, visa contribuir para o entendimento dos aspectos moleculares
associados a percepcédo temporal. Mais precisamente, buscamos entender como
um polimorfismo de nimero variavel de repeticdes em tandem (VNTR, do inglés,
Variable Number of Tandem Repeats) na regido promotora do gene MAOA,
importante modulador do sistema serotoninérgico, pode contribuir para diferencas
no processamento temporal. Além disso, observar se o padrao de funcionamento
inter-hemisféricos do cortex pré-frontal (CPF) pode mudar na percepcao do tempo
de acordo com o gendtipo, o que além dos dados comportamentais, pode nos

ajudar a compreender o papel do polimorfismo genético nas redes neurais.

1.2. Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Analisar a associagao do polimorfismo MAOA-VNTR com o desempenho e as
modifica¢cdes na assimetria da banda alfa no CPF durante tarefa de estimativa de
tempo para quatro intervalos de tempo diferentes (1, 4, 7 e 9s).

1.2.2 Objetivos Especificos

- Analisar como o erro absoluto e o erro relativo para os quatros intervalos de
tempo se relacionam com o gendtipo do individuo.

- Observar como o erro absoluto e o erro relativo podem variar de acordo com
os alelos de MAOA-VNTR.

- Observar a assimetria do cortex pré-frontal durante tarefa de estimativa de
tempo para trés areas nos quatro tempos: cortex pré-frontal anterior (CPFA, cortex
pré-frontal dorsolateral (CPFDL) e cortex pré-frontal ventrolateral (CPFVL).

- Analisar como a assimetria da banda alfa no CPF durante a estimacéo do

tempo se relacionam com os alelos L-MAOA ou H-MAOA.

1.3. Justificativa
O estado da arte carece de um trabalho que avalie, além da participagédo de

um polimorfismo genético na percepc¢ao do tempo, como uma variacdo genémica
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pode alterar a atividade eletrofisiolégica de uma importante area para a cognicao
como o CPF durante o processamento temporal. Isso poderia nos fornecer um
entendimento geral sobre as diferencas interindividuais no processamento temporal
de individuos higidos e pode permitir uma melhor compreensdo de alteracdes
nestas redes neurais em diferentes patologias, além do papel das variacdes

genéticas neste processo.

1.4 Hipotese
HO — O erro absoluto, erro relativo e a assimetria do CPF durante tarefa de
estimativa de tempo ndo predizem, nem se alteram, diante da presenca dos alelos

MAOA-VNTR de alta ou baixa expressao.

H1 — O erro absoluto, erro relativo e a assimetria do CPF durante tarefa de
estimativa de tempo predizem e se alteram diante da presenca dos alelos MAOA-

VNTR de alta ou baixa expresséo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. O processamento temporal

Ao longo do desenvolvimento normal, gradualmente adquirimos um sentido
de duracdo que € fundamental para praticamente todas as nossas atividades
(Merchant et al., 2013). Dos milissegundos as horas e aos dias, 0s organismos
possuem elaborados mecanismos para lidar com o tempo, o que é importante para
0 processamento de estimulos complexos do mundo e para fungdes basicas como
ciclo sono-vigilia, a fala, a aprendizagem e a tomada de decisdo (Mauk e
Buonomano, 2004; Buhusi e Meck, 2005). Ao atravessar uma rua movimentada,
por exemplo, é necessario estimar a chegada de um veiculo e elaborar o ato motor
para execucédo da tarefa, o que requer um elaborado processamento da dimensao
temporal (Coull, Cheng e Meck., 2010). Assim, considerando a ubiquidade da
dimensdo temporal, a forma como 0s organismos processam a informacao
temporal por meio de uma ampla gama de intervalos tem despertado o interesse
de diferentes areas de estudo, que partem de teorias, dados de experiéncias com
animais, estudos clinicos, farmacoldgicos, de imagem (para revisdo, Jones e
Jahanshahi, 2009). Além disso, mais recentemente, os dados genéticos tém se
destacado para busca de uma melhor compreensdo das variagcbes no
processamento temporal (Sysoeva et al., 2010; Wiener et al., 2014; Bartholomew,
Meck e Cirulli, 2015).

O cérebro pode processar a informacdo temporal por meio de uma ampla
gama de escalas de tempo. Ademais, o tempo € essencial tanto para as funcdes
cognitivas (memodria, atencdo e tomada de decisdo) quanto fisioldgicas (ciclo sono-
vigilia e variacdes hormonais) (Figura 1) (Tucci et al., 2014). Dentre os sistemas de
temporizagéo intrinsecos dos organismos, o ritmo circadiano é formado por uma
rede complexa de osciladores moleculares nas células. Ele organiza a ritmicidade
das atividades fisiologicas como o ciclo sono-vigilia e a producéo hormonal a cada,
aproximadamente, 24 horas (Merchant e de Lafuente, 2014). J& 0 processamento
temporal do intervalo de segundos a minutos, também chamado de tempo de
intervalo, € importante, por exemplo, para processos de tomada de decisao,

forrageamento e aprendizagem. A temporizacédo dos milissegundos, por sua vez, é
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implicada crucial para sincronizagdo com o sistema motor, devido a necessidade
de controle das respostas musculares durante a realizacédo de atividades, por isso
€ muito importante em atividades como a pratica esportiva e tocar instrumentos
musicais (Buhusi e Meck, 2005; Bangert et al., 2011). Diante disso, existem
evidéncias experimentais que diferentes mecanismos fisiologicos permitem a
percepcao temporal em diferentes ordens de magnitude, o que torna dificil a busca
de teorias unitarias sobre a variedade processos fisicos e quimicos durante o
processamento destes diferentes intervalos temporais (Wackermann e Ehm, 2006).
No entanto, em contraste com a riqueza de conhecimento que acumulou nos
altimos anos sobre 0s substratos neurais do ritmo circadiano (para revisao, Webb
e Oates, 2015), relativamente pouco ainda se sabe sobre a maquinaria genética e
molecular do intervalo de tempo (Tucci et al., 2014, Droit-Volet e Berthon, 2017), o

qual é o enfoque do presente trabalho.

Milissegundos Intervalo de tempo

Ritmo circadiano

1 1 1 1 1
106 105 10% 103 102 10! 1 10 102 103 104 105 10%
Segundos

Figura 1: Escalas temporais e atividades associadas ao seu processamento.

Os seres humanos e outros animais tém um sentido de tempo bem
desenvolvido para o tempo de intervalo e, com isso, um dos principais objetivos do
intenso estudo do processamento da percepcdo do tempo nesta escala é
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determinar como neuropatologias, farmacos e o envelhecimento podem contribuir
para alterar a velocidade do relégio interno e processos cognitivos associados
(Meck, 2005; Turgeon, Lusti e Meck, 2016; Lake, Labar e Meck, 2016). Além do
mais, séo claras as diferencas interindividuais na velocidade do reldgio interno, pois
enguanto para algumas pessoas o tempo pode passar mais lento, para outras pode
passar mais rapidamente (Wackermann e Ehm, 2006). Individuos depressivos, por
exemplo, tendem a superestimar os intervalos de tempo, ou seja, podem estimar
que os eventos cotidianos sao mais longos do que realmente sao (Thones e
Oberfeld, 2015). Também séo claras as diferencas relacionadas ao processamento
temporal associadas a senescéncia (Turgeon, Lusti e Meck, 2016) e ao sexo
(Bartholomew, Meck e Cirulli, 2015). No entanto, é também claro que, ao contrario
dos pressupostos dos psicofisicos iniciais, o0 cérebro ndo é como os dispositivos de
medicdo da fisica classica. Isso se torna ainda mais interessante porque ndo ha
nenhum o6rgao de sentido especifico para o tempo ou via Unica que transporta a
informacéao temporal a partir da periferia para o cérebro. De tal modo, ndo esta claro
até que ponto essas representacdes sdo mediadas pelas estruturas e mecanismos
comuns, e assim foram desenvolvidas teorias para explicar a neurobiologia do

processamento temporal (Matthews e Meck, 2014).

2.2. Intervalo de tempo e a teoria da expectativa escalar

Capacidade de temporizacao em seres humanos é muitas vezes atribuida a
um sistema interno semelhante a um reldgio que fornece a matéria-prima (unidades
de tempo) para fazer julgamentos de tempo precisos (Droit-Volet e Gil, 2015). De
acordo com os modelos derivados da teoria mais popular até 0 momento, a Teoria
da Expectativa Escalar (SET, do inglés Scalar Expectancy Theory), o relégio interno
€ composto basicamente de trés componentes: (1) um marca-passo, que emite
pulsos discretos em uma frequéncia constante; (2) um acumulador, que recebe os
pulsos; e (3) um interruptor mediado pela atencdo. No inicio do estimulo a ser
cronometrado, o interruptor comandado pela atencéo se fecha e os pulsos emitidos
pelo marca-passo entram no acumulador. Com a saida do estimulo a ser
temporizado, o interruptor se reabre, interrompendo a transferéncia de pulsos e a

representacdo dos pulsos que foram acumulados é transferida para a memoria de
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trabalho e, eventualmente, para a memoria de longo prazo ou memoria de
referéncia. Para a tomada de deciséo, a representacdo da duracao atual pode ser
comparada com outro referencial memorizado. A decisdo de uma duracdo do
estimulo depende, portanto, do nimero de pulsos que foram acumuladas, ou seja,
quanto mais pulsos, maior é o tempo estimado (Figura 2) (Wackermann e Ehm,
2006; Coull, Cheng e Meck, 2011; Bangert et al., 2011; Fayolle et al., 2015).

INTERRUPTOR

FASE DO RELOGIO MARCAPASSO H ﬁ ACUMULADOR
T |

, MEMORIA DE MEMORIA DE
FASE DA MEMORIA REFERENCIA ‘ TRABALHO

N\ 7

COMPARACAO:
Longo ou Curto?

!

TOMADA DE
DECISAO

FASE DE COMPARACAO

Figura 2: Modelo do marca-passo/acumulador da SET. Adaptado de Caselli Caselli,
laboli e Nichelli, 2009.

O modelo do marca-passo com a presenca de um interruptor mediado pela
atencao explica o porqué do tempo passar mais rapido quando estamos distraidos,
pois quanto menos atencdo é dada a passagem do tempo, menos pulsos séo
contabilizados pelo acumulador, levando a uma subestimac&o geral de duracao
(Coull, Cheng e Meck, 2011). Ainda, se o ritmo do marca-passo € subitamente
diminuido ou aumentado (como ocorre com a administracdo de agonistas e
antagonistas da DA, como sera descrito mais adiante), o tempo de resposta sera
emitido demasiado cedo ou tarde, respectivamente NoO entanto, muitos
neurocientistas agora defendem que o tempo ndo € representado em um

temporizador centralizado, mas, em vez disso, € uma propriedade emergente de
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diferentes areas especializadas e funcionalmente distribuidas (Coull, Nazarian e
Vidal, 2008; Coull, Cheng e Meck, 2011).

2.3. Evidéncias da influéncia serotoninérgica sobre o intervalo de tempo

5-HT € uma monoamina que tem varias fun¢des tanto nos sistemas neurais
guanto nos sistemas nao neurais (Figura 3) (Oh, Parque e Kim, 2016). Nos seres
humanos, os neurbnios serotoninérgicos sdo o0s primeiros detectados no embrido
apos 5 semanas de gestacdo, com um rapido crescimento e proliferacao até as 10
primeiras semanas de gestacdo. Depois de 15 semanas de gestag&do, corpos
celulares de neurbnios serotoninérgicos agrupam-se nos chamados nucleos da rafe
(Suri et al., 2015). 5-HT tem sido associada a aspectos importantes da fisiologia e
cogni¢cdo como a memoria (Meneses, 2015; Jenkins et al., 2016), comportamento
emocional (Suri et al., 2015), plasticidade neural (Bodizas, 2009; Xing et al., 2015),
tomada de decisdo (Rogers, 2010), emocdes e medo (Bocchio et al.,, 2016),
motricidade (Stawinska, Miazga e Jordan, 2014) e atividade do trato gastrointestinal
(Kendig e Grider, 2015). Além disso, reduzido niveis de 5-HT no plasma e
plaguetas, bem como baixa resposta do CPF apés infusdo de altos niveis de 5-HT,
sdo observadas em estados psicopatoldgicos, tais como depresséo, disturbios de
panico e transtorno de estresse pés-traumatico (para revisdo, Suri et al., 2015).
Ainda, apesar da existéncia de diferentes registros sobre a participacdo da
transmissdo serotoninérgica na percepc¢éo do tempo (Ho et al., 2002; Sysoeva et
al., 2010; Halberstadt et al., 2016), o seu papel sobre o reldgio interno ainda ndo é
bem estabelecido. De tal forma, evidéncias farmacoldgicas, anatbmicas e genéticas

tém contribuido parta tal entendimento, como discutido a seguir.
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Cognicdo e memodria Emogdes e medo Psicopatias
Meneses (2015); Jenkins et al. Bocchio et al. (2016) Suri et al. (2015); Hazari et al. (2016)
(2016) I
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5-HT Comportamento
Atividade motora = alimentar, obesidade e
]
Stawiriska et al. (2014) diabetes
l Oh et al. (2016)
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Funcionamento trato I Tomada de decisdo
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Kendig e Grider (2015) Bédizs (2009)

Figura 3: Efeitos pleiotrépicos da transmissdo serotoninérgica.

2.3.1. Evidéncias farmacoldgicas

Os seres humanos e animais processam a informacgéo temporal como se
estivessem usando um crondmetro interno que pode ser interrompido, redefinido
ou ter sua velocidade ajustada (Buhusi e Meck, 2002). A DA tem um papel central
no processamento temporal e na modulacdo de outros processos cognitivos
(Heilbronner e Meck, 2014; Turgeon, et al., 2016). Em experiéncias de manipulacao
farmacoldgica com animais, com a infus@o de drogas que aumentam concentracédo
de DA como a metanfetamina e cocaina, foi observada uma subestimacdo do
tempo que devia ser produzido diante de atividades com reforco (Buhusi e Meck,
2002; Cheng, Macdonald e Meck, 2006; Balci et al, 2010; Lake e Meck, 2013). Por
outro lado, a administracdo de antagonistas da DA, tais como haloperidol, conduz
a superestimacédo de intervalos temporais que sdo produzidos (Buhusi e Meck,
2002; Drew et al.,, 2003; Lake e Meck, 2013). Se um animal é treinado para
responder 10 segundos apds um estimulo, por exemplo, a administracdo de drogas
que aumentam a transmissdo de DA pode levar a uma resposta menor que 10
segundos, ou seja, subestimando o intervalo de tempo alvo. Por outro lado, drogas
gue diminuem a transmisséo de DA podem acarretar em respostas tardias, levando
a uma superestimagéao do intervalo. De tal modo, a velocidade do relogio interno é
diretamente proporcional a atividade dopaminérgica (Buhusi e Meck, 2002; Lake e
Meck, 2013).
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Além da manipulacdo dopaminérgica, os estudos farmacoldgicos em ratos
qgue investigam mecanismos de memoria durante o processamento temporal
mostraram que a diminuicao da atividade colinérgica pela administracao de atropina
causa superestimacdo do tempo e aumenta a variabilidade de julgamentos
temporais, enquanto que o aumento da atividade colinérgica pelo fisostigmina leva
a subestimacdo do tempo e diminuicdo da variabilidade (Buhusi e Meck, 2005;
Caselli et al., 2009). Dentro da SET, poderiamos apontar uma clara atuacdo da
modulacdo dopaminérgica sobre 0 que seria a emissao de pulsos pelo marca-
passo, enquanto a modulacao colinérgica influencia a taxa de armazenamento dos
pulsos na memdria (Figura 1) (Caselli et al., 2009). Além disso, sabido o papel da
transmissao dopaminérgica para o processamento temporal, alguns receptores de
5-HT tem grande influéncia sobre a liberagdo de DA. Assim, quando a 5-HT age
sobre esses receptores, eles podem determinar se a liberacédo de DA é estimulada
ou inibida. De forma mais especifica, os receptores 1A aceleram a liberacédo de DA,
enquanto os 2A atuam como freios (Stahl, 2008). Em contrapartida, apesar dos
efeitos perturbadores da modulagdo de DA sobre o comportamento temporal
(Homberg, 2012; du Jardin et al., 2016; Han et al., 2016), ndo é observado um efeito
especifico sobre a percepcdo do tempo (subestimacdo ou superestimacéo)
causado por drogas que afetam a transmissdo serotoninérgica, ou seja, O
tratamento agudo estas drogas afeta o comportamento temporal de forma
qualitativamente diferente (Ho et al., 2002).

A 5-HT é apontada como importante reguladora da percepc¢éo temporal e
sua neurotransmissao alterada pode contribuir para a problemas de temporizagao
observados na esquizofrenia e outros distlrbios psiquiatricos (Halberstadt et al.,
2016). Alucindgenos serotoninérgicos como o Dietilamida do Acido Lisérgico (LSD,
do alemao lysergsaurediethylamid), mescalina e psicocibilina aceleram ou retardam
a experiéncia subjetiva do tempo e produzem sentimentos de atemporalidade
(Carter et al., 2005; Halberstadt et al., 2016). Em tarefas de discriminagéo de tempo
em ratos, alucind6genos agonistas dos receptores 2A e 2C de 5-HT aumentam a
variabilidade do tempo e o ponto de indiferenca, ou seja, 0 momento em que animal
pode responder igualmente a alavanca A (quando estimulo apresentado for menor

que o estimulo aprendido) ou a B (quando o estimulo apresentado for maior que o
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aprendido), o que é consistente com um retardamento do relégio interno
(Halberstadt et al., 2016). Também em experiéncias com animais, 0 esgotamento
central de 5-HT promove preferéncia por pequenos reforcos precoces sobre
grandes reforcgos tardios (Ho et al., 2002). Por outro lado, a fluoxetina, um inibidor
seletivo da receptagdo de 5-HT, diminui a impulsividade medida pela escolha de
pequenas recompensas imediatas, porém nao teve efeitos observaveis sobre a
discriminac&o do tempo; isto €, a fluoxetina afetou as decisdes sobre o tempo, mas
nao alterou o processamento do intervalo de tempo (Heilbronner e Meck, 2014). De
tal forma, a transmissdo de 5-HT pode ser ligada em diferentes pontos a como
lidamos com o tempo, porém possui suas bases ainda nao suficientemente

compreendidas (Halberstadt et al., 2016).

2.3.2. Evidéncias neuroanatomicas

Tem havido um crescente interesse em explicar e explorar como a
percepcdo de intervalos de tempo pode ser distribuida entre as regifes corticais e
subcorticais. Varias areas cerebrais tém sido associadas com a percep¢do do
tempo, como o CPF, giro pés-central direito, lobo parietal inferior, nacleos da base
e cerebelo (Fontes et al.,, 2016). No entanto, diferente do que foi abordado por
modelos tedricos que apoiam tanto mecanismos unificados de temporizacao
quanto os que apontam multiplos mecanismos de temporizacdo, pesquisas de
neuroimagem sugerem um mecanismo de temporizacao parcialmente distribuido e
integrado por estruturas essenciais, tais como o circuito coértico-tdlamo-basal e de
areas que estdo envolvidas seletivamente por diferentes contextos
comportamentais. Em outras palavras, areas dependentes da tarefa podem
interagir com o sistema central de temporizagdo para produzir o padréao
caracteristico de variabilidade do desempenho temporal (Merchant et al., 2013). Em
concordancia com o papel crucial do circuito cértico-talamo-basal como base com
0 processamento temporal, € sabido que as projecdes serotoninérgicas que se
originam em seus nodos de neurotransmissores do tronco cerebral inervam e
influenciam a atividade do talamo, dos nucleos da base e do CPF. A liberacéo de
5-HT na alca cortico-tdlamo-basal, inibe a saida de pulsos nervosos nos trés niveis

indicados pelas setas azuis na Figura 4 (Stahl, 2008).
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A imaginologia foi essencial para determinar os substratos da percepcéo
temporal. E indiscutivel, por exemplo, o papel do corpo estriado e de sua
transmissao dopaminérgica para a temporizacdo (Balci et al. 2013; Merchant et al.,
2013). As projecdes serotoninérgicos, por outro lado, também atuam sob
importantes areas envolvidas no processamento temporal como mostrado na
Figura 5, tais como: (1) CPF, que, em experiéncia com ratos, foi observado que
23% dos seus neurdnios apresentam escalonamento temporal dos seus perfis de
atividade de acordo com o tempo de tarefa durante estimativa de tempo (Xu et al.,
2014); (2) amigdala, que por possuir conectividade com regides relacionadas a
memoria de trabalho, pode modular os processos de memoria e temporizacao apos
apresentacao de um estimulo emocionalmente evocativo (para revisao, Lake et al.,
2016); (3) corpo estriado, cujo modelo de batimento de frequéncia do estriado
aponta que a percepc¢ao do tempo é em grande parte promovida por conexdes entre
o estriado, cortex e talamo, com o estriado dorsal sendo especificadamente crucial
para habilidades temporais (Macdonald, Cheng e Meck, 2012; Lake et al., 2016);
(4) hipocampo, cujas les6es em ratos interferem na memaria de trabalho temporal
e espacial (Meck, Church e Olton, 2013); (5) hipotalamo, que alberga o centro de
controle do ritmo circadiano que, por sua vez, pode influenciar a velocidade do
processamento de intervalos temporais mais curtos (Spati et al., 2015); (6) talamo,
consistentemente ativado durante tarefas de temporizacdo em exames de
neuroimagem, € um importante centro de passagem de vias neuronais para, em
especial, o cortex cerebral (Hinton e Meck, 2014); e o cerebelo, participa do
processamento de intervalos individuais de sincronizacdo (Breska e Ivry, 2016). De
tal forma, a ubiquidade da transmissdo serotoninérgica no sistema nervoso central
contribui para que seja apontado seu papel sobre o processamento temporal
(Halberstadt et al., 2016).
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Figura 4: O cértex pré-frontal (CPF) faz projecéo para os nucleos da base,
gue se projeta para o talamo, que faz feedback para o CPF. 5-HT faz projecdes
para as trés regides, inibindo o impulso de volta. Adaptado de Stahl (2008).
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2.3.3. Evidéncias patoldgicas

Distorcbes na percepcdo do tempo e do desempenho em atividades
cronometradas sdo caracteristicas de diferentes condi¢cdes neurolégicas e
psiquiatricas como a doenca de Parkinson, esquizofrenia, transtorno do déficit de
atencdo e hiperatividade (TDAH), autismo e depressdao (Macar e Vidal, 2009;
Allman et al., 2012; Coull et al., 2012; Lucas et al., 2013). Apesar de ndo existir uma
condicao clinica humana que possa ser definida apenas como um disturbio da
percepcdo do tempo em si, distorcbes e perturbagbes na capacidade de
temporizacdo estdo presentes, em diferentes graus, em muitas populacées de
pacientes em diferentes distarbios neuropsiquiatricos. Assim, as diferencas
individuais e fisiopatolégicas na percep¢do do tempo podem ser atribuiveis a
alteracbes no espectro da atencédo, da velocidade do reldgio, da codificacdo da
memoria ou na tomada de decisdo. Exames que avaliam a capacidade de
temporizagcdo em pacientes com certos distarbios neuropsiquiatricos, observando
caracteristicas distorcidas na organizacao temporal, podem ajudar a melhorar a
compreensao da experiéncia psicologica desses distlrbios e sua remediacao
potencial, além de auxiliar a elucidacdo da neurofisiologia do processamento
temporal (Allman e Meck, 2012).

O papel central do corpo estriado e da transmissdo dopaminérgica para a
percepcao temporal pode ser observado em pacientes com doenca de Parkinson e
de Huntington (Merchant et al., 2013). Condizente com patrticipacdo da transmissao
dopaminérgica sobre o processamento temporal, a degeneracao progressiva da
substancia nigra e dos neurbnios dopaminérgicos durante o curso da doenca de
Parkinson afeta a forma como os pacientes percebem o tempo. Ha relatos de
pacientes com Parkinson subestimam duracdes quando € pedido para estimar o
tempo e superestimam intervalos de tempo quando é pedido para os produzir, o
que é condizente com a diminuicdo da velocidade do relégio interno. Individuos
com TDAH também tendem a subestimar duracdes e seus julgamentos tem maior
variabilidade (Allman e Meck, 2012).

Além das patologias associadas diretamente transmissdo dopaminérgica, 5-

HT é um neuromodulador que também influencia varios transtornos psiquiatricos
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como o TDAH (Zepf et al., 2009), esquizofrenia (Mcevoy e Citrome, 2016), autismo
(Faja et al., 2016), depressao (Zang et al., 2016) e transtornos de personalidade,
que sdo estados patologicos associados a distorcdes na percepcao do tempo
(Nordin e Sjodin, 2006; Wittmann et al., 2007; Thones e Oberfeld, 2015; Salari et
al., 2016). Desse modo, entender a neurobiologia da percepcdo do tempo é
importante para entender suas alteragcbes consequentes e tracar diferentes
modalidades de intervencdes. Para isso, muitas vezes podemos partir para a
observacédo das bases moleculares do processo (Thones e Oberfeld, 2015; Salari
et al., 2016).

2.3.4. Evidéncias genéticas

Uma forma fundamental para elucidar os mecanismos que levam as
diferencas individuais na percepcédo do tempo tem sido estudar a variacao genética
(Matthews e Meck, 2014; Bartholomew, Meck e Cirulli, 2015). Além de dados
neurais e farmacoldgicos, os dados genéticos sdo ainda uma terceira fonte de
variacdo que pode fornecer evidéncias convergentes ou divergentes para uma
determinada andlise dos processos mentais. A andlise de variacdes gendmicas é
de fundamental importancia para a incorporacdo dos dados genéticos dentro da
neurociéncia cognitiva, de tal modo a associar genes e seus produtos com fenotipos
cognitivos e comportamentais (Green et al., 2008). Os reldgios bioldgicos, dentro
deste contexto, sdo geneticamente codificados em osciladores que permitem que
organismos mantenham controle do seu ambiente (Golombek et al., 2014). Diante
disso, variacdes polimérficas em diferentes regides gendmicas ndo sdo apenas
responsaveis por mudancas observaveis e mensuraveis em todo organismo, mas
também tém o potencial de afetar a expresséo génica ao longo do tempo e modular
processos cognitivos como a percepc¢ao temporal (Tucci et al., 2014).

Sabida a importancia da modulagéo dos neurotransmissores DA e 5-HT para
a percepcao do tempo, varios fatores influenciam a transmissao de DA e 5-HT, em
particular, (1) os transportadores seletivos de recaptagdo, que removem O0S
neurotransmissores da fenda sinaptica; (2) o niumero de receptores e as suas
caracteristicas de ligacédo; bem como os (3) agentes que regulam o catabolismo de

monoaminas. A pesquisa genética e molecular contemporanea definiu alguns
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polimorfismos genéticos associados a estes fatores e que modulam sua qualidade
e/ou quantidade. Assim, métodos moleculares podem permitir a investigacao da
base genética das diferencas interindividuais na percepcao do tempo ao estudar a
associagao entre estes polimorfismos genéticos e as diferencas na representacao
do tempo (Sysoeva et al., 2010; Bartholomew, Meck e Cirulli, 2015).

Em um estudo avaliando estados hiper-dopaminérgicos crénicos em ratos
causados por delecdo no gene do transportador de DA (Dat) foi observada a perda
do controle temporal em ratos homozigotos para a delecdo e o aumento da
vulnerabilidade de ratos heterozigotos aos efeitos perturbadores da metanfetamina
em alta dose sobre o controle da percepcao do tempo (Meck et al., 2012). Todavia,
em um estudo genético com humanos, foi encontrado envolvimento de
polimorfismos genéticos associados ao sistema serotoninérgico com a percepcao
do tempo em tarefa de discriminacdo de tempo, porém ndo encontraram
envolvimento de polimorfismos associados a transmissdo dopaminérgica (Sysoeva
et al., 2010). Wiener et al. (2014), por outro lado, encontraram que individuos
portadores do alelo A1l do polimorfismo ANKK1-TaqlA (rs1800497), que esta
associado a expressao do gene do receptor 2 de DA, exibem pior desempenho em
tarefas temporais, mas ndo em tarefa controle. Além disso, exibiram maior ativacédo
do estriado e do CPFDL direito, bem como reduzido volume do cluster cerebelar
(Wiener et al. 2014). Assim, ainda ndo € compreendido como variagdes genéticas,
especialmente envolvidas a transmissdo serotoninérgica, podem atuar sobre as
variacfes interindividuais do processamento temporal. No entanto, sendo
conhecidos como os polimorfismos afetam quali- ou quantitativamente a
neurotransmissao, sdo necessarios estudos para entender como isso afeta o
comportamento temporal. Com isso, alguns polimorfismos que séo
reconhecidamente envolvidos com a modulacédo da transmissao de 5-HT podem
ser alvos importantes para avaliar o papel da genética do 5-HT sobre o
comportamento temporal (Bartholomew, Meck e Cirulli, 2015). O alelo 5-HTTLPR
de baixa expresséo ja foi associado como influente no processo de discriminacéo
de intervalos de tempo (Sysoeva et al., 2010). No entanto, em outro trabalho mais

recente tal associacdo néo foi observada (Bartholomew, Meck e Cirulli, 2015).
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Ao ser removida da fenda sinptica pelo 5HTT, a 5-HT pode ser degradada
por enzimas reguladoras. Dentre elas, o gene MAOA possui localizacdo no
cromossomo X (Xpll.3), sendo um dos membros da familia de genes que
codificam enzimas mitocondriais que catalisam a desaminacéo oxidativa. A enzima
Monoamina oxidase A (MAOA) é crucial para regulacdo dos niveis das
monoaminas, catalizando a desaminacao oxidativa dos neurotransmissores DA, 5-
HT e norepinefrina (NE). Em especial, MAOA tem uma elevada afinidade para 5-
HT em detrimento dos outros neurotransmissores, sendo a principal enzima de
degradacdo de 5-HT. O metabolismo de outras monoaminas, tais como a DA, é
uma contribuicdo de outras enzimas tais como catecol-O-metiltransferase e a
isoenzima monoamina oxidase B (MAOB), que possui 70% de identidade na
sequéncia de aminoacido com MAOA (Beaver et al., 2010; Bortolato et al., 2011;
Stetler et al., 2014). Por controlar os niveis de 5-HT, diferentes linhas de evidéncia
sugerem que a MAOA tem um papel critico na reatividade emocional e
comportamento social (Beaver et al., 2010; Bortolato et al., 2011; Stetler et al.,
2014). Em especial, um polimorfismo do tipo VNTR na regido promotora do gene
foi associado com a expressao da enzima e, consequentemente, com o0s niveis dos
neurotransmissores (Eo et al., 2016). O polimorfismo chamado MAOA-VNTR
contém repeticbes de 30 pares de base que variam entre 2, 3, 3,5, 4, 5 0u 6
repeticbes. Tais alelos sao divididos em dois grupos, de acordo com a atividade
transcricional, resultando em gendétipos com alelos com baixa atividade (L-MAOA)
e com alta atividade (H-MAOA) (Voltas et al., 2015). Os alelos de 2, 3 e 5 repeticdes
sao reconhecidos como L-MAOA. Enquanto os alelos de 3,5 e 4 repeticdes sdo
conhecidos como H-MAOA (Kiive et al., 2014, Stetler et al., 2014; Samochowiec et
al., 2015; Voltas et al., 2015).

Variacdes no gene MAOA sao altamente relevantes na regulacdo da quimica
do cérebro. Isso ocorre porque 5-HT € um regulador importante de funcdes
cognitivas e comportamentais. De tal forma, alteragdes no processo de degradacéo
e reciclagem de substratos serotoninérgicos tem um grande impacto sobre o
sistema nervoso central e, especificamente, sobre a regulacdo cognitiva,
comportamental e emocional (Gonzélez-tapia e Obsuth, 2015). O polimorfismo

MAOA-VNTR tem sido associado a diferentes fenétipos comportamentais tais como
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a agressividade (Samochowiec et al., 2015), ansiedade (Grochans et al., 2014),
transtorno bipolar (Amirabadi et al., 2015), TDAH (Liu et al., 2015), comportamento
antissocial (Gonzalez-Tapia e Obsuth, 2015) e dependéncia de drogas (Saify e
Saadat, 2015). Diante disso, a analise de polimorfismo MAOA-VNTR, munidos de
tarefas que avaliem a percepgéo temporal e ferramentas que avaliem a atividade
cerebral, pode ser um importante meio para entender a neurobiologia das

alteracdes do circuito serotoninérgico no processamento temporal.

2.4. Avaliando o intervalo de tempo: tarefa associada a eletroencefalografia e aos

dados genéticos

A analise da percepcdo temporal requer mecanismos artificiais que
estimulem o processamento temporal. Mesmo que tarefas virtuais simples possam
nao refletir a complexidade das tarefas cotidianas (Matthews e Meck, 2014), elas
sao importantes para isolar etapas cruciais do processamento temporal como a
memoria e tomada de decisdo (van Rijn et al., 2011; Ng, Tobin e Penney, 2011).
Podemos avaliar a percep¢édo do tempo por meio de trés tarefas constantemente
relatadas: (1) estimativa de tempo, em que € apresentado um estimulo que dura
um intervalo de tempo e posteriormente cessa, e 0 sujeito da uma estimativa da
duracédo do estimulo em unidades de tempo; (2) a producédo do tempo, em que é
especificado um intervalo de tempo em unidades e o sujeito deve produzir este
intervalo; (3) a reproducéo de tempo, em que um estimulo € apresentado dentro de
um intervalo de tempo, e o sujeito tenta o reproduzir no mesmo intervalo, e (4)
discriminacéao de duracdo, em que tipicamente dois intervalos de tempo de quase
igual comprimento sdo apresentados sucessivamente, e o sujeito seleciona aquele
gue foi mais longo ou curto (Wackermann e Ehm, 2006, Thones e Oberfeld, 2015).
Dentre estas tarefas, a estimativa de tempo tem sido amplamente empregada para
avaliacao da percepcéao do tempo (Dilling e Rabin, 1967; Bech, 1975; Bschor et al.,
2004; Thones e Oberfeld, 2015).

Os individuos podem realizar as tarefas concomitante a métodos de
avaliacdo da atividade cerebral, como a ressonancia magnética funcional (fMRI, do

inglés Functional Magnetic Ressonance Imaging) ou eletroencefalografia (EEG). A
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EEG é gravada a partir do couro cabeludo humano e fornece uma poderosa
ferramenta ndo invasiva para o estudo dos mecanismos cerebrais de atencao e
processamento de informacao (Pinheiro et al., 2016). O registro da EEG reflete uma
soma instantdnea de potenciais pds-sinapticos excitatérios e inibitérios dos
neurénios, em especial das células piramidais (Ng e Penney, 2014). Essa gravacao
de atividade cerebral em seres humanos fornece uma medida sensivel da funcao
cerebral em curso durante estado de repouso e durante as tarefas sensoriais e
cognitivas. Em contraste com os métodos de neuroimagem, como o fMRI que tém
baixa resolucdo temporal devido a biofisica da resposta hemodinamica, os métodos
eletrofisiol6gicos tém resolucdo temporal na escala de milissegundos e refletem o
equilibrio dinamico entre excitacdo e inibicdo em redes neurais do cérebro. Até a
data, estas medidas eletrofisiologicas da funcdo do cérebro continuam sendo o
método mais valioso para estudar os fenbmenos sensoriais, motores e cognitivas e
como eles se desenrolam no sistema nervoso humano (para revisdo, Lenartowicz
e Loo, 2015). Dessa forma, a EEG vem sido aplicada no estudo dos mecanismos
cerebrais do processamento temporal em variados trabalhos (van Rijn et al., 2011,
Ng, Tobin e Penney, 2011; Lindbergh e Kieffaber, 2013; Ng e Penney, 2014,

Kononowicz, Sander e van Rijn, 2015).

Uma EEG tipica em seres humanos requer varias repeticdes do ensaio de
cada uma das condi¢cdes experimentais, de tal modo que isole 0 mecanismo
cognitivo de interesse e sejam eliminados 0s mecanismos gue hao interessam ao
experimento, os chamados ruidos (Ng e Penney, 2014). Na EEG, as faixas de
frequéncias classicas, da menor para a maior frequéncia, mais comumente
estudados sao: delta (0,1-4 Hz), teta (4-8 Hz), alfa (8-13 Hz), beta (14-30 Hz) e
gama (> 30 Hz). A diferenca entre a atividade alfa esquerda e direita sobre CPF no
registro de EEG é denominado assimetria frontal. Os investigadores ligaram
primeiramente aos testes padrdes do processamento da emocdo ha décadas. A
assimetria EEG frontal pode ser registrada durante o estado de repouso e em
condi¢Oes de tarefa (Smith et al., 2017). Apesar do significado da assimetria frontal
como um correlato biolégico das tendéncias comportamentais e estilo afetivo e
como um marcador para estados patologicos, pouco se sabe sobre as influéncias

genéticas subjacentes a assimetria frontal (Gao et al., 2009).
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As caracteristicas eletrofisiolégicas de individuos sédo afetadas por genes
gue controlam ou modulam uma variedade de neurotransmissores e outros fatores
biologicos (Lenartowicz e Loo, 2015). Na dultima década, houve notavel
desenvolvimento nas areas de neurociéncias e genética, o que facilitou a pesquisa
em psicofisiologia genética, um campo interdisciplinar na intersec¢cdo da
psicofisiologia e da genética humana. Para os psicofisiologistas, a pesquisa
genética pode revelar as fontes causais da variabilidade individual nas respostas
neurofisiolégicas. Para os geneticistas comportamentais e psiquiatras, a genética
associada a psicofisiologia pode proporcionar fenétipos intermediarios que podem
ajudar a preencher a lacuna entre genes e comportamentos complexos, tais como
tracos de personalidade, psicopatologias e a percepcado do tempo. Assim, técnicas
moleculares vém permitindo a medicao direta da variagdo do DNA e houve
explosdo de estudos que tentam associar caracteristicas psicofisiolégicas com
variantes polimorficas de varios genes "candidatos" que, presumivelmente,
desempenham um papel central no funcionamento do sistema nervoso (para
revisdo, Anokhin, 2015). Diante disso, delinear como os polimorfismos modulam
aspectos cognitivos importantes, como a percep¢do do tempo, é importante para
entender a neurobiologia das diferencas interindividuais durante o processamento
temporal e isso pode ajudar o entendimento e a formulacao de intervencdes em
patologias que ocorrem o0 prejuizo da temporizacdo. Assim, sugerimos que o
polimorfismo MAOA-VNTR pode contribuir para alteracdes dos padrbes corticais
da assimetria da banda alfa na percepcao temporal em tarefas de estimativa de

tempo e que isso se relaciona com a variacdo no desempenho da atividade.
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3. METODOLOGIA

3.1. Selecédo dos sujeitos e critérios de elegibilidade

Foram selecionados 97 individuos de 18 a 32 anos (22+1,5) devido a
influéncia de idades superiores e inferiores a esta faixa na percepc¢do do tempo
(Turgeon et al., 2016). Assim como, em virtude das diferencas relatadas na
percepcdo do tempo e nos padrbes de atividade cortical relacionadas ao sexo,
foram selecionados apenas individuos do sexo masculino (Deakin e Exley, 1979;
Bartholomew et al., 2015). Todos os participantes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 1). Todos os participantes séo
destros, o que foi determinado pelo Inventario de Edinburgh (Oldfield, 1971) (Anexo
1), com a finalidade de homogeneizar os padrdes corticais relacionados a
lateralidade hemisférica (Quaedflieg et al., 2016). Individuos que autodeclaram
portadores de transtornos neuropsiquiatricos tais como esquizofrenia e epilepsia
ndo foram selecionados (Sand, Bjegrk e Vaaler, 2013). Além disso, também
relacionado a mudancgas no padrao de funcionamento cerebral, ndo foram incluidos
na pesquisa sujeitos tabagistas (Jaworska et al., 2011), sujeitos que consumiram
produtos com cafeina 10 horas antes do experimento (Siepmann e Kirch, 2002), ou
gue consumiram alcool etilico 24 horas antes do experimento (Courtney e Polich,
2010), além de usuarios de outras drogas psicotropicas tais como antidepressivos,
estimulantes e ansioliticos (Détéri et al., 1999). Devido a necessidade de observar
os estimulos na tela e responder a tarefa, foram selecionados individuos sem
comprometimento visual alto ou dos membros superiores. Foram excluidos sujeitos
com dificuldade de se manterem acordados ou que se movimentem muito durante

a captacéo do sinal da EEG.

3.2. Tarefa de estimativa de tempo e obtencdo dos dados comportamentais

Foi realizada a tarefa de estimativa de tempo em dois blocos, cada um com
10 trilhas e cada trilha composta de 4 estimulos de 1, 4, 7 e 9s. Durante a tarefa, o
software orientou o participante a apertar a tecla enter, apos isso foi apresentado
um circulo amarelo no monitor frente ao individuo, com duracéo randomizada entre

1, 4,7 ou 9s. Os individuos foram orientados oralmente a ndo contabilizar a duracao
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do intervalo de tempo enquanto o estimulo for apresentado. Em seguida, os
individuos estimaram (digitaram no teclado) o tempo em que o0 estimulo
permaneceu na tela e em seguida apertaram o enter novamente, iniciando outro
ciclo (Figura 6). O resultado da estimativa do tempo foi analisado por intermédio de
um programa que registra em formato .txt o intervalo de tempo alvo apresentado.
O programa também permite a marcacdo do momento que o participante inicia e
termina a tarefa de estimativa do tempo com a finalidade de extrair a época da EEG
dois segundos antes da tarefa para cada intervalo de tempo alvo apresentado. Os
dados relacionados com o inicio do estimulo visual até o término da estimativa do
tempo foram transformados em medidas que representam o valor do erro absoluto
(o médulo da diferenca entre a estimativa subjetiva do tempo e a duracéo alvo) e o

erro relativo (a divisdo do erro absoluto pelo tempo objetivo).

Estimativa de tempo:
aperte enter para
comecar

Figura 6: Sequéncia apresentada ao sujeito durante tarefa de estimativa de
tempo.
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3.3. Obtencao do sinal Eletroencefalografico durante a tarefa de percepcao do
tempo

O sinal eletroencefalografico, concomitante a realizacdo da tarefa, foi
captado em uma sala preparada com isolamento acustico e elétrico (Figura 7).
Durante a aquisicéo do sinal as luzes foram reduzidas. O participante permaneceu
sentado confortavelmente em uma cadeira com suporte para os bracos a fim de
minimizar os artefatos musculares durante a capitacdo do sinal de EEG. Para a
captacdo dos sinais da EEG foi utilizado o aparelho Braintech 3000 (EMSA -
Instrumentos Médicos, Brasil), sistema que utiliza uma placa conversora analdgica
digital (A/D) de 21 canais com resolugéo de 12 bits, colocada em um slote ISA de
um Pentium Il — com um processador de 750 Hz. Quanto aos eletrodos, foi utilizada
uma touca de nylon com prefixacdo do sistema internacional 10-20, incluindo os
eletrodos de referéncia biauricular. O tamanho da touca utilizada foi de acordo com
0 perimetro craniano de cada sujeito. O software para aquisicdo € denominado EEG
- Captacao (Emsa-DELPHI 5.0). O sinal adquirido em um determinado eletrodo &
resultante da diferenca entre o potencial elétrico dele no escalpo e a referéncia pré-
estabelecida. Foram verificados os niveis de impedancia de cada eletrodo e
consideramos adequados impedancias menores que 5Q. 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 EEG foram reduzidos a diferentes periodos, de acordo com o
intervalo de tempo. As analises das modificacbes corticais foram realizadas para

ostemposde 1,4, 7 e9s.
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Figura 7: Voluntario da pesquisa sendo apresentado ao estimulo.

3.3.1. Processamento dos dados dos sinais eletrofisioldgicos

A andlise dos dados eletroencefalografico foi realizada no programa
EEGLAB/MATLAB. Os dados contidos nas épocas foram filtrados em bandas de
passagem (0,1 a 100 Hz) e, a seguir, foram inspecionados visualmente visando a
deteccao de artefatos. Sinais contaminados por artefatos musculares e movimentos
oculares foram excluidos da andlise utilizando-se um critério de rejeicao de +100
uV em qualquer canal. Em seguida, foi aplicada a Analise de Componentes
Independentes (ICA, Independent Component Analysis), rotina contida no software
EEGLAB, para remover outras possiveis fontes de artefatos, como suor e tenséo
muscular. Apds a remocdo dos artefatos, os componentes restantes foram
inseridos de volta para recompor o sinal do eletrodo. Apenas as épocas
remanescentes fizeram parte do processamento subsequente do sinal e da anélise
estatistica. A assimetria do CPF foi analisada por meio do seguinte calculo: HE-
HD/HE+HD. Sendo HD o espectro da banda alfa nos eletrodos no hemisfério direito
e HE o espectro da banda alfa do seu eletrodo pareado no hemisfério esquerdo. As

assimetrias foram obtidas dos eletrodos Fpl-Fp2, referente ao cortex pré-frontal
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anterior (CPFA); F3-F4, referente ao CPFDL; e F7-F8, referente ao cértex pré-
frontal ventro-lateral (CPFVL).

3.4. Coleta do material biolégico (sangue periférico) para extracdo do DNA

A coleta sanguinea foi realizada ap0s o término da captagdo do sinal
eletroencefalografico seguindo as normas da Associagcdo Nacional de
Biosseguranca (ANBIO). Foram estudadas amostras de DNA de leucécitos de
sangue periférico. Basicamente, esse processo de extragdo consiste na lise das
membranas celulares, com a liberacdo do DNA, e posterior separagéo do DNA dos
componentes proteicos (Lahiri e Nurnberger, 1991). As amostras de sangue
periférico foram submetidas a extragdo do DNA com o kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega), de acordo com as especificacfes estabelecidas pelo
fabricante. A concentragcao e pureza do DNA foram determinadas por eletroforese
em gel de agarose a 0,8%, corado com GelRed®, e em espectrofotbmetro, por meio
do comprimento de onda de 260 e 280 nm. Em seguida as amostras foram diluidas
em agua para uma concentracdo de 50 ng/uL e estocadas em freezer -20°C no
laboratério de genética e biologia molecular da Universidade Federal do Piaui —
Campus Ministro Reis Velloso por tempo indeterminado.

3.5. Amplificacéo e andlise das regides polimorficas

O polimorfismo MAOA-VNTR foi examinado utilizando o método de reacédo
em cadeia da polimerase (PCR). Foram utilizados os seguintes iniciadores forward:
5’-CGG-CCT-AGA-GTC-ACT-TCT-CC-3’ e reverse: 5'-CTG-TAG-GAG-GTG-TCG-
TCC-AAG-3'. Foram utilizadas as seguintes condi¢des: DNA (0,6 pL), 0,5 pL de
cada iniciador (0,4 uM), 3,4 uL de cada desoxirribonucleétido-trifosfato (ANTP), 0,2
uL de Taqg (1 U), 1,5 pL de Tampao (Tris-HCI 10 mM/ pH 8,5, 50 mM de KCI), 0,4
uL MgCI2 (1,5 pL) e 6,1 pL de Agua estéril. A PCR para os polimorfismos do gene
MAOA foi realizada em termociclador (AmpliTerm) de acordo com 0S passos
listados na Tabela 1. Os produtos de amplificacdo (3 uL) foram separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) numa corrente de 140 Volts por 4 horas.
As repeticdes foram visualizadas por coloragcdo com GelRed®. S&o esperados
possiveis 6 alelos para o polimorfismo MAOA-VNTR com 30 bp: 2 repeticbes
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(345pb), 3 repeticdes (375 pb), 3,5 repeticdes (390 pb), 4 repeticdes (405 pb) e 5
repeticdes (435 pb) e 6 repetibes (465 pb) (Figura 8).

Tabela 1. Programa para amplificagcdo da variagdo MAOA VNTR

Passos

Desnaturacao inicial

Desnaturagao

Anelamento

Extensao

Extensao final

Temperatura

95°C

95°C

Tempo

5 min.

45 seg.

45seg.

45 seg.

S5min.

Ciclos

1x

34x

34x

34x

1x

1 kb

750 pb

500 pb
450 pb
400 pb
350 pb
300 pb

250 pb
200 pb

150 pb
100 pb

50 pb

L

6R

2R 4R 3R

5R 3,5R

Figura 8: Simulacéo do padréo de bandas para os alelos do polimorfismo MAOA-

VNTR.
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3.6. Analise estatistica

Uma regressao logistica binomial foi realizada para determinar associacao
dos polimorfismos associados a transmissdo serotoninérgica com a variavel
neurofisiolégica (assimetria da banda alfa no CPFA, CPFDL e CPFVL) e
comportamental para cada intervalo de tempo. Uma analise de variancia de dois
fatores foi realizada para observar a interacdo do gendtipo com a assimetria de alfa
dos quatro tempos para as trés regides. Um teste t independente foi realizada para
observar as diferencas no erro absoluto e erro relativo para cada tempo entre 0s
genatipos. Para todas as analises do estudo foi considerado o nivel de significancia
de p < 0,05. A analise foi conduzida utilizando o SPSS para Windows verséo 20.0
(SPSS Inc., Chicago, Il, USA).
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados genéticos

Da amostra total de 97 sujeitos, foram encontrados os alelos de nimero de
repeticéo 2 (n=1), 3 (n=35), 3,5 (n=2), 4 (n=57) e 5 (n=2) (Figura 9). Agrupando 0s
alelos que conferem ao gene MAOA alta ou baixa expressao, os alelos 2, 3 e 5
foram categorizados como L-MAOA (n=38) e os alelos 3,5 e 4 como H-MAOA

(n=59) como descrito anteriormente (Figura 10).

Distribuicéo dos alelos encontrados
36.08%

2.06% -4R
[ ]3.5R
[]3R

1.03% -2R

2.06% -5R

58.76%

Figura 9: Distribui¢cdo dos alelos de MAOA-VNTR.

Distribuicao do gendtipos de alta ou baixa expressédo
39.18%

B Hvaoa
[ ] LMAOA

60.82%

Figura 10: Distribuicdo dos individuos L-MAOA ou H-MAOA
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4.2 Resultados comportamentais

A partir do desempenho dos sujeitos na tarefa para os quatro tempos foi
obtido o erro absoluto (0o mddulo da diferenga entre o tempo objetivado e o tempo
obtido) e o erro relativo (a divisdo do erro absoluto pelo tempo objetivado). Uma
regressao logistica foi realizada para determinar os efeitos do erro absoluto e erro
relativo para cada tempo na probabilidade dos individuos apresentarem alelos
MAOA-VNTR de baixa (L-MAOA) ou alta expressao (H-MAOA). O modelo de
regressao logistica foi estatisticamente significativo [x2 (8) = 93,330, p<0,0005]. O
modelo explicou 6,4% (Nagelkerke R2) da variacdo do gendtipo. A sensibilidade foi
de apenas 21,7% e 93% de especificidade, classificando corretamente 65,1% dos
casos. De todos os casos previstos como H-MAOA, 66,5% foram corretamente
previstos na regressao, enquanto 64,8% dos casos L-MAOA foram corretamente
previstos. Das 8 variaveis preditoras, apenas o erro absoluto para 1s apresentou-
se estatisticamente significativo (p=0,001) (Tabela 2).

Tabela 2. Modelo de regresséao para erro durante a tarefa de estimativa de tempo
nos quatro tempos

Erro Tempo B SE Wald  df p Odc_Js IC95% para OR
Ratio
Minimo  Maximo
1 0,365 0,108 11,510 1 0,001 0,694 0562 0,857
4 0,049 0055 0800 1 0371 0952 0,856 1,060
Absoluto 7 0,033 0029 1,300 1 0,254 0967 0914 1,024
9 0030 0021 1,978 1 0,160 1,030 0,988 1,074
1 0,187 0,104 3259 1 0071 1,205 0984 1477
4 0309 0179 2973 1 0085 1362 0959 1,935
Relativo 7 0212 0,169 1569 1 0210 1236 0,887 1,720
9 0,027 0,170 0026 1 0872 1,028 0737 1433

Constante 0,570 0,096 35,178 1 0,000 1,769

Nota: mudanca no log. Odds (B), grau de liberdado (df), Intervalo de Confianca (IC)
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Um teste t independente foi realizado e mostrou uma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos apenas para 1s [t(996,166)=7,135,
p<0,0005, d=0,37, com erro de 0,038s (IC de 95%, 0,198 a 0,342)]. Os individuos
L-MAOA erraram em média 0,23s mais do que os individuos H-MAOA para o tempo
de 1s (Figura 11).

20 Padrao de estimativa do intervalo de tempo

@ L-MAOA

25 | | H-MAOA

Erro absoluto (s)
& 5

=
o

0.5

0.0

1s 4s 7s Os

Figura 11: Erro absoluto durante tarefa de estimativa de tempo representados pela
média e erro padrdo. Asterisco mostra diferenca significativa no teste t.

Em relacdo ao erro relativo, no teste t independente, também foi encontrada
diferenca significativa entre os grupos para 1s [t(1012,709)=-7,055, p<0,0005,
d=0,36, com erro de 0,040s (IC de 95%, -0,368 a -0,2080)] e os individuos L-MAOA
tenderam a subestimar o tempo em uma média de -0,288s em relacdo aos sujeitos
H-MAOA. Também houve diferenca estatisticamente significativa entre os
genatipos para 4s [t(1320,172)=-5,819, p<0,0005, d=0,28, com erro de 0,018s (IC
de 95%, -0,14 a -0,070)], sendo os portadores dos alelos L-MAOA estimaram 0
tempo em média -0,106s menor do que os portadores dos alelos de alta expresséao.

O teste t independente também mostrou diferengca significativa para 7s
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[t(1236,363)=-5,122, p<0,0005, d=0,25, com erro de 0,020 (IC de 95%, -0,15 a -
0,068)], com os individuos L-MAOA subestimando o tempo em uma média de -
11,07 em comparacdo aos H-MAOA. Para 9s também foi encontrada diferenca
entre os genotipos [t(1503,576)=-4,960, p<0,0005, d=0,23, com erro de 0,020s (IC
de 95%, -0,139 a -0,060)], com os sujeitos L-MAOA subestimando o tempo em uma
média de -0,099 em relacdo aos individuos H-MAOA. A Figura 12 apresenta o
desempenho dos participantes na estimativa de tempo para cada tempo com as
respectivas diferencas significativas, mostrando que o0s sujeitos L-MAOA
apresentam um menor erro relativo, o que indica uma maior subestimagdo do

tempo.

Padrao de estimativa do intervalo de tempo

0.6 . L-MAOA
0 [ ] H-MAOA

o

=

kS

et

o

102

15 4s 7s 9s

Figura 12: Erro relativo dos participantes durante a tarefa de estimativa de tempo
representado pela médio e erro padrédo. Asterisco mostra diferenca significativa no teste t.

4.3 Resultados eletrofisiol6gicos

Uma regressao logistica foi realizada para determinar como a assimetria do
CPF durante a tarefa poderia predizer genétipo do individuo (L-MAOA ou H-MAOA).
O modelo de regressao logistica foi estatisticamente significativo, x2 (12) = 20,535,

p=0,05. O modelo explicou 25,9% (Nagelkerke R?) da variacdo do gendtipo. A
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sensibilidade foi de 55,3% e 79,7% de especificidade, classificando corretamente
70,1% dos casos. De todos os casos previstos como H-MAOA, 63,6% foram
corretamente previstos na regressdo, enquanto 73,4% dos casos L-MAOA foram
corretamente previstos. Das 12 varidveis preditoras, apenas a assimetria do cértex
pré-frontal anterior (CPFA) no tempo de 7s foi estatisticamente significante, p=0,05.
Quanto maior a assimetria no CPFA em 7s, maior foi a probabilidade do individuo
ser L-MAOA (Tabela 3).

Tabela 3. Modelo de regresséo para assimetria da banda alfa durante a tarefa de

estimativa de tempo nos quatro tempos.

Tempo Area B SE Wald  df p Odds
Ratio

IC95% para OR
Minimo Maximo

CPFA -0,232 2,042 0013 1 0910 0,793 0,014 43,411

CPFDL 1,832 1,751 1094 1 0,296 6,243 0,202 193,059

1s
CPFVL 0,857 1,347 0405 1 0524 2,35 0,168 33,006
CPFA -2,705 1902 2,023 1 0,155 0,067 0,02 2,780

As CPFDL 4,097 2,441 2817 1 0,093 60,18 0,503 7203,463

0

CPFVL 2904 1,780 2661 1 103 18,23 557 597, 235

CPFA 6,880 2424 8058 1 0,05 72,53 8,411 2451,58

7s CPFDL 4236 2,318 3,339 1 0,068 0,014 0,000 1,360

CPFVL -1582 1535 1061 1 0,303 0,206 0,10 4,168

CPFA 0,466 1589 008 1 0,769 1594 0,071 4,168
9s CPFDL -0,744 2,465 0091 1 0,763 0,475 0,004 59,580

CPFVL -0,927 1538 0,363 1 0,547 0,396 0,019 8,070

Const. -0,532 0,707 0568 1 0451 0,587

Nota: Cortex pré-frontal anterior (CPFA): eletrodos Fpl e Fp2; Cértex pré-frontal dorso-lateral
(CPFDL): eletrodos F3 e F4; Cértex pré-frontal ventro-lateral (CPFVL): eletrodos F7 e F8.

Uma ANOVA de dois fatores foi realizada para observar o efeito do genétipo
(L-MAOA ou H-MAOA) sobre a assimetria da banda alfa durante a estimativa de 1s

nas seguintes areas: CPFA, CPFDL e CPFVL. Nao foi encontrada interagao
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estatisticamente significativa entre o gendtipo e os resultados eletrofisiologicos,
p=0,105. No entanto, foi encontrado efeito principal para as areas [f(2, 1,964)=
5,070, p=7,025, n? parcial = 0,069]. A assimetria da banda alfa no CPFVL em 1s
apresentou uma média significativamente maior do que em CPFA [(95%, 0,025 a
0,143), p=0,002] e CPFVL [(95%, 0,007 a 0,128), p=0,024]. O que representa que
a predominancia a esquerda no espectro da banda alfa foi maior no CPFVL do que
nas demais areas. Uma ANOVA de dois fatores também foi realizada para observar
o efeito do gendtipo de MAOA sobre a assimetria da banda alfa durante a estimativa
de 4s no CPFA, CPFDL e CPFVL. Nao foi encontrada interagdo estatisticamente
significativa entre os alelos de baixa e alta expressao e a assimetria da banda alfa,
p=0,446. Porém, foi encontrado efeito principal para as areas [F(2, 1,938)= 4,342,
p=0,015, n? parcial = 0,044]. A assimetria da banda alfa no CPFVL apresentou uma
média significativamente maior do que em CPFDL [(95%, 0,015 a 0,127), p=0,008],
0 que mostra uma maior predominancia hemisférica a direita do CPFVL em relacéo
ao CPDL no espectro da banda alfa.

Para a estimativa de 7s, também foi realizada uma ANOVA de dois fatores
com a finalidade de observar o efeito do gendétipo de MAOA sobre a assimetria da
banda alfa no CPFA, CPFDL e CPFVL. Nao foi encontrada interacao
estatisticamente significativa entre os alelos de alta ou baixa expressédo e a
assimetria da banda alfa, p=0,877. Contudo, foi encontrado efeito principal para
area [F(2, 1,913)= 8,155, p=0,001, n2 parcial = 0,079]. A assimetria da banda alfa
no CPFVL apresentou uma média significativamente maior do que em CPFDL
[(95%, 0,027 a 0,127), p=0,001] e em CPFA [(95%, 0,011 a 0,121), p=0,012], o que
mostra que ocorreu uma maior predominancia hemisférica da banda alfa a direita
do CPFVL em relacao ao CPDL. Para a estimativa de 9s, também foi realizada uma
ANOVA de dois fatores com a finalidade de observar o efeito do genétipo de MAOA
sobre a assimetria da banda alfa no CPFA, CPFDL e CPFVL. Também néo foi
encontrada interacdo estatisticamente significante entre os alelos de alta ou baixa
expressao e a assimetria da banda alfa, p=0,481. Contudo, foi encontrada efeito
principal para area [F(2, 1,903)= 5,07, p=0,008, n2 parcial = 0,051]. A assimetria da
banda alfa no CPFVL apresentou uma média significativamente maior do que em
CPFDL [(95%, 0,018 a 0,126), p=0,005] e em CPFA [(95%, -0,058 a 0,074),
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p=0,027]. Isso € consistente com os resultados dos demais tempos durante a tarefa,
gque também apresentaram uma maior predominancia hemisférica da banda alfa a
direita do CPFVL em comparacao as outras areas. Além disso, para 9s, também foi
possivel observar uma aumento significativo da assimetria do CPFA em relagdo ao
CPFDL [(95%, 0,003 a 0125), p=0,036] (Figura 13).

Assimetria da banda alfa por regido e para cada tempo

o Il CPFA
u [l CPFDL

— —1 ——— [] CPFVL

0.25 * —

1s 4s Ts 9s

0.30

0.20

0.15

0.10

Assimetria da banda alfa

0.05

0.00

Figura 13: atividade da assimetria entre as regides corticais durante a tarefa
de estimativa do tempo. Nota: variavel dependente: assimetria da banda alfa e
variavel independente: 1s, 4s, 7s e 9s apresentados pela média + desvio padréo.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho buscamos encontrar como o desempenho durante
uma tarefa de estimativa de tempo para quatro intervalos diferentes (1, 4, 7 e 9s) e
a lateralidade do funcionamento do CPF durante a tarefa podem se relacionar e
diferir diante da presenca dos alelos L-MAOA ou H-MAOA. Como esperado, 0s
alelos de 3 e 4 repeti¢cbes (Figura 10) foram mais representativos na nossa amostra,
em concordancia com a andlise de diferentes populacbes (Stetler et al., 2014;
Samochowiec et al., 2015; Voltas et al., 2015). O quanto os individuos erraram em
1s e a assimetria do CPFVL em 7s mostraram-se como condi¢cdes concordantes
com o gendtipo de MAOA-VNTR. Os individuos L-MAOA diferiram
significantemente no erro absoluto em comparacdo aos individuos H-MAOA,
tendendo aos portadores dos alelos de baixa expressao errarem mais em 1s. Os
individuos L-MAOA também subestimaram mais o tempo nas quatro tarefas. Todos
0S sujeitos, para os quatro tempos, apresentam uma maior atividade da banda alfa
voltada para o hemisfério esquerdo no CPA, CPFDL e CPFVL, o que indica que,
durante a estimac¢éo do tempo, a atividade cortical do hemisfério direito para as trés
areas foi maior. Destas, o CPFVL se destacou com maior atividade da banda alfa

a esquerda e o CPFDL com a menor assimetria.

5.1. Discusséo dos resultados comportamentais

O erro absoluto, isto é, a diferenca entre o tempo que foi estimado e o
tempo exato, segue propriedade escalar para ambos os gendtipos, aumentando
proporcionalmente com a média dos intervalos (Figura 12), o que é consistente com
outros resultados que apontam que, quanto maior o intervalo, maior o erro do
mesmo (Bangert et al., 2011; Merchant, Harrington e Meck, 2013; Fayolle et al.,
2015). Na regressao logistica, o erro absoluto da tarefa de estimativa de tempo
mostrou estatisticamente significativo para predicdo do genétipo de MAOA-VNTR
somente para o tempo de 1s. Assim, o quédo os individuos erraram no intervalo de
1s mostrou estar associado com a presenca dos alelos L-MAOA, com os individuos
L-MAOA tendo uma média de erro significativamente maior. Essa diferenca de
associacao entre 1s e os demais intervalos (4, 7 e 9s) nao € surpreendente, tendo

em vista que intervalos curtos possuem um processamento temporal diferente do
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que intervalos mais longos (Lewis e Miall, 2009; Tucci et al., 2014). De fato, os
individuos podem perceber o tempo em diferentes ordens de magnitude e com
diferentes graus de precisdo, apesar de nao ser claro 0 momento exato que termina
uma ordem de grandeza temporal e inicia outra (Buhusi e Meck, 2005). Intervalos
de tempo mais curtos, neste contexto, tendem a ter pouco processamento cognitivo
e sdo mais automaticos, tornando-os mais susceptiveis a variacées de acordo com
o grau de impulsividade, o que gera resultados mais inconsistentes (Rubia et al.,
2009; Rammsayer, Borter e Troche, 2015). Os individuos L-MAOA possuem menor
expressao da enzima e, consequentemente, maior disposi¢do de 5-HT na fenda
sinaptica, o que leva a mudancas em especial nas conexdes cortico-limbicas e
contribui para a emergéncia de comportamento impulsivo (Frydman et al., 2011;
Eisner et al., 2017). Isso pode ter contribuido para que na tarefa de estimativa do
tempo, os sujeitos L-MAOA tenham dado respostas mais variaveis no intervalo de

1s e consequentemente errado mais em comparagéo aos H-MAOA.

Apesar de ndo ser encontrada uma relacao significativa do erro relativo
para o0 gené6tipo na regressdo logistica, foi observado uma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (L-MAOA e H-MAOA), com os
individuos L-MAOA apresentando um menor erro relativo, ou seja, tendendo a
subestimar os resultados para os quatro tempos. Partindo do pressuposto que
individuos L-MAOA tém maior tendéncia ao comportamento impulsivo (Eisner et al.,
2017), ao fazer escolhas entre resultados imediatos menores ou maiores,
individuos impulsivos tendem a preferir o resultado imediato menor com mais
frequéncia do que com participantes mais autocontrolados (Weiner et al., 2016), o
gue podeexplicar uma maior subestimacédo do tempo em individuos L-MAOA. Por
outro lado, para explicar tais achados dentro da SET, podemos partir de trés
hip6teses em niveis diferentes: (1) os individuos L-MAOA possuem uma menor
emissao de pulsos pelo marca-passo do que os sujeitos H-MAOA, (2) uma menor
passagem de pulsos para memdéria de trabalho em individuos L-MAOA durante a
apresentacdo de estimulos ou (3) uma dispersdo de atencdo em individuos L-
MAOA. Partindo do pressuposto (1), os maiores niveis de 5-HT em individuos L-
MAOA poderia indicar uma acéo da 5-HT sobre a diminuicdo de pulsos no

acumulador. No entanto, os resultados sobre a participacao de 5-HT na velocidade
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do relogio sé@o conflitantes (Asgari et al., 2006; Sysoeva et al., 2010; Heilbronner e
Meck, 2014). Por exemplo, em um estudo com a administracédo de fluoxetina em
camundongos, um inibidor da recaptacdo de 5-HT e que consequentemente
aumenta os niveis do neurotransmissor, nao foi observada uma mudanca nos picos
de respostas temporais, 0 que nao relacionou 5-HT com a velocidade do relogio
interno (Heilbronner e Meck, 2014). Por outro lado, em uma tarefa de discriminacao
de tempo em ratos, alucindbgenos agonistas dos receptores 2A e 2C de 5-HT
aumentaram a variabilidade do tempo e o ponto de indiferencga, o que € consistente
com um retardamento do relogio interno (Halberstadt et al., 2016). No entanto, é
dificil de supor que os efeitos de agonistas para receptores especificos tenham o
mesmo efeito de um aumento global de 5-HT no cérebro promovido por baixa
expressdo de MAOA. Além disso, enquanto medicamentos apresentam efeitos
agudos e transitorios, mudancas congénitas em MAOA tem efeitos durante o

desenvolvimento (Godar et al, 2010).

Seguindo outra linha de pensamento, poderiamos questionar se, como
MAOA degrada pequenas quantidades de DA, poderia isso ser suficiente para
alterar a velocidade do reldgio interno, sabido que os niveis de DA séo diretamente
proporcionais a atividade do marca-passo (Buhusi e Meck, 2002; Lake e Meck,
2013). Sabe-se, entretanto, que MAOA tem pouca acdo sobre a DA em
comparacao a 5-HT, em especial em regides imprescindiveis para a percepc¢éo do
tempo como o CPF (Beaver et al., 2010; Bortolato et al., 2011; Stetler et al., 2014,
Kiive et al.,, 2014). Além disso, a degradacdo de DA é representativamente
realizada por outras enzimas tais como a catecol-O-metiltransferase e a isoenzima
monoamina oxidase B, que possui 70% de identidade na sequéncia de aminoacido
com MAOA (Beaver et al., 2010; Bortolato et al., 2011). Mesmo sendo possivel uma
associacdo do metabolismo de DA com a expressdo de MAOA, os portadores L-
MAOA tenderiam a ter mais transmissédo dopaminérgica e consequentemente uma
maior velocidade do reldgio interno, o que os levariam a superestimar os resultados,
e nao os subestimar, como foi encontrado em nossa pesquisa (Cheng et al., 2006;
Balci et al, 2008; Lake e Meck, 2013). No entanto, isso ndo exclui uma participagao
indireta da 5-HT inibindo os pulsos dopaminérgicos. Nessa linha de pensamento, a

5-HT em niveis demasiados em individuos L-MAOA, poderia aumentar a inibicdo
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da liberacdo de DA por meio de sua ligacdo com os receptores 2A de 5-HT
(Ichikawa et al., 2001; Oyamada et al., 2015). O retardamento da transmissao
dopaminérgica pelos receptores 5HT2A, dessa forma, diminuiria a emissdo de
pulsos no marca-passo, o que explicaria o porqué dos individuos L-MAOA terem

subestimado mais o tempo do que os H-MAOA.

Outro ponto importante do funcionamento do modelo do marca-passo-
acumulador é a acumulacdo dos pulsos e sua passagem para a memoria de
trabalho (2). Em um trabalho com discriminacdo temporal, Sysoeva et al. (2010)
observaram que gendtipos caracterizados por uma maior transmissao
serotoninérgica (variantes de baixa expressdo do transportador de 5-HT)
demonstraram uma maior taxa de perda da representacdo de duracdo interna
durante tarefa de discriminagéo temporal. Assim, a taxa de perda de representacéo
da duracédo do estimulo faria com que os mesmos nao fossem diferenciados de
forma eficiente. Voltando o raciocinio para a atividade de estimativa de tempo, o
aumento da taxa de perda poderia levar o individuo a estimar o tempo menor do
que foi apresentado. De fato, em nossos resultados, os individuos que possuem 0s
alelos que conferem maior transmissao de 5-HT (L-MAOA) tenderam a subestimar
mais o tempo. Enge et al. (2011) também observaram que portadores dos alelos H-
MAOA apresentaram um controle executivo mais eficiente do desempenho
relacionado com a memoéria de trabalho. De fato, nos nossos achados, os sujeitos
H-MAOA subestimaram menos 0 tempo nos quatro tempos e erraram menos em
1s, o que poderia indicar uma menor taxa de perda dos pulsos na memoria de

trabalho em comparacao aos L-MAOA.

Partindo para o pressuposto (3) da modulacdo da atencéo, sabe-se que
qguando o individuo faz uma tarefa de percepcédo do tempo com interferéncia de
distratores, o “interruptor” mediado pela atencdo demoraria mais para se fechar e
menor pulsos seriam passados para o acumulador, levando a uma subestimacao
do estimulo apresentado (Rattat et al., 2010; Kroger-Costa, Machado e Santos,
2013). Neste contexto, portadores de L-MAOA sé&o reconhecidos por apresentarem
uma maior estabilidade de problemas de atencdo em comparacédo aos alelos H-

MAOA (Zohsel et al., 2015). Ainda, variagbes em MAOA tém sido relacionadas com
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a fisiopatologia do TDAH (Bonvicini, Faraone e Scassellati, 2017). Seguindo esse
pressuposto, uma maior probabilidade dos individuos L-MAOA de desviarem o foco
de sua atencdo do estimulo durante tarefa poderia explicar uma maior

subestimagédo do tempo.

Outra observacdo importante € que, partindo do principio de um
mecanismo intrinseco comum para a percepc¢ao dos quatro intervalos de tempo
durante a tarefa de estimativa, intervalos curtos podem influenciar a duragdo dos
intervalos mais longos, levando-os a subestimacdo (Matthews e Meck, 2014). Os
individuos L-MAOA, de tal forma, por apresentarem um maior erro e subestimacéo
em 1s em comparagdo aos H-MAOA, poderiam perceber os demais intervalos
como sendo mais curtos também. Bryce e Bratzke (2016) apresentam que, durante
uma tarefa, quando um dos intervalos de tempo é curto, os demais intervalos mais
longos podem sofrer uma subestimacdo. Em contraste, na mesma pesquisa, 0S
intervalos curtos ndo foram afetados pelos longos (Bryce e Bratzke, 2016). Em
nossos resultados, tendo em vista que mediante a uma resposta mais curta em
relacdo ao intervalo de 1s nos individuos L-MAOA, poderia também ser um ponto

de partida para explicacdo da maior subestimacéo dos intervalos posteriores.
5.2. Discusséo dos resultados eletrofisioldgicos

A assimetria da banda alfa das regides CPFA, CPFDL e CPFVL apresentou
resultados maiores que zero durante a tarefa de estimativa de tempo paral, 4,7 e
9s. Isso indica que estas areas durante a percepcdo dos intervalos de tempo
apresentaram maior espectro da banda alfa no hemisfério esquerdo do que no seu
correspondente a direita. Tomando como base que a atividade da banda alfa é
inversamente proporcional a ativacdo cortical na regido, quanto maior o resultado
da assimetria (mais positivo), existe maior atividade cortical no hemisfério direito
em comparacado ao esquerdo durante a tarefa. Do mesmo modo, quanto menor a
assimetria (mais negativa), maior a atividade do hemisfério esquerdo em
comparacao ao direito (Stecklow, Infantosi e Cagy, 2007; Gao et al., 2009;
Nusslock, Walden e Harmon-Jones, 2015; Lattari et al., 2016; Smith et al., 2017).
Nossos resultados mostraram maior atividade cortical a direita para todas as trés

areas durante os quatro tempos propostos na tarefa como podemos observar pelos
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valores maiores que 0. Isso € consistente com outros autores em estudos de
neuroimagem, de lesdo e com estimulacdo magnética transcraniana (TMS) que
apontam que a atividade do CPF direito € robusta durante a percepcao do tempo e
necesséria para a processamento adequado dos intervalos temporais (Kagerer et
al 2002; Alexander et al., 2005; Pouthas et al., 2005;. Vallesi et al., 2007; Bueti,
Bahrami e Walsh, 2008; Ustiin, Kale e Cigek, 2017).

Em especial, os CPFDL e CPFVL estdo intimamente ligados a memoria de
trabalho, a qual é crucial para todas tarefas de percepcao do tempo (Fang et al.,
2017; Dulas e Duarte, 2016). O CPFA tem sido implicada em "operacdes de
ramificacdo”, ou a capacidade de executar tarefas relacionadas a um objetivo,
mantendo em memoria de trabalho informagfes relacionadas a um secundario
objetivo (Chahine et al.,, 2015). A memoria de trabalho, por sua vez, € um
componente inerente da percepcao temporal e compartilha de regides em comum
com a percepcdo do tempo (Lustig, Matell e Meck, 2005). Ustiin, Kale e Cicek
(2017) em um trabalho mais recente mostraram que apesar de comuns para
memoéria de trabalho e a percepcdo do tempo, o CPF apresenta lateralidade
diferencial para ambos. Enquanto a percepc¢éo do tempo ativa mais o CPF a direita,
a memoria de trabalho ativa-o mais a esquerda (Ustiin, Kale e Cicek, 2017). Nossos
resultados ndo excluem tais observagdes, apenas contribui para a observagao que
a atividade do CPF no hemisfério direito sobrepbe o CPF esquerdo durante o
processamento temporal. Acredita-se que esta laterizacado das fungbes forneca um
eixo para a especializacdo dos sistemas corticais. Ainda mais interessante,
lateralizacdo atipica esta presente em distarbios neuropsiquiatricos, o que torna
ainda mais importante a busca de sistemas e tarefas que ajudem a observar melhor

essa especializacdo (Liu et al., 2009).

Diferentes trabalhos ja buscaram associar polimorfismos genéticos que
alteram a transmissao serotoninérgica com a percepcao do tempo (Sysoeva et al.,
2010; Bartholomew, Meck e Cirulli, 2015). No entanto nenhum trabalho ainda
investigou com a associagcdo do polimorfismo MAOA-VNTR com mudancgas na
assimetria do CPF na percepcdo do tempo. Se a percepcéo ja apresenta uma

atividade lateralizada a direita, € interessante observar se variacdo gendémicas
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podem mudar tal assimetria. Curiosamente, a regressao indicou que quanto maior
a assimetria do CPFA em 7s, maior a probabilidade de o individuo ser L-MAOA. Em
outras palavras, se o individuo tinha maior prevaléncia da atividade cortical no
hemisfério direito do que no esquerdo quando estimava o tempo de 1s, era mais
provavel que o mesmo fosse portador de um alelo MAOA-VNTR de baixa
expressdo. As demais areas nos demais tempos nao explicaram corretamente as
variacfes genotipicas. Considerando que cada individuo estimou cada tempo 20
vezes, mesmo agrupando os resultados da assimetria de alfa para cada tempo, o
tempo de 1 e 4s, por serem curtos e exigirem menos da cogni¢cdo, podem nao
representar duracdes suficientes para detectar mudancas no padréo de assimetria.
Enquanto que o tempo 9s, por ser mais longo, pode apresentar tempo suficiente
para mudangas na assimetria associadas a outros fatores que néo a atividade de
interesse (Smith et al., 2017). O tempo de 7s, desta forma, pode ter representado
um tempo intermediario suficiente para detectar a influencia significativa do

genatipo na lateralidade do CPFA do individuo.

Na tarefa de estimativa de tempo, o sujeito deve manter atencdo no
estimulo, memorizando a contagem de pulsos para uma resposta em seguida.
Partindo desse pressuposto, o0 CPFA tem sido relacionado com a regulacdo de
falsas memdérias no hipocampo (Jeye, Karanian e Slotnick, 2017), com a meméria
prospectiva (Costa et al., 2013) e se mantem ativo quando o sujeito tem que manter
em mente um objetivo concomitante a objetivos secundarios, um processo
chamado de ramificacdo cognitiva (Koechlin et al., 1999; Gohil Dippel e Beste,
2016). Para a memaria prospectiva, Costa et al. (2013) também encontraram uma
participacdo maior do CPFA direito. Em outro teste de meméria de reconhecimento
visual de curto prazo, seguida de autoavaliacdo da confiabilidade das respostas
com alta, média ou baixa, o CPFA direito também apresentou maior atividade de
acordo com o nivel de confianca na resposta (Yokoyama et al., 2010). Individuos
L-MAOA, desta forma, como sdo mais propensos a ter problemas de atencéo
(Zohsel et al., 2015), podem requerer maior atividade do CPFA direito para inibir
memoérias falsas e manter a tarefa de interesse na memoria de trabalho em
detrimento de distracdes internas e externas para expressar um resultado

confiante.
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Outros polimorfismos associados a variagfes da atividade serotoninérgica
também ja mostraram interacdo com mudancas na assimetria do CPF. Os
portadores do alelo curto do polimorfismo 5-HTTLPR do gene do transpor de 5-HT
(SLC6A4), que confere alta transmissao serotoninérgica, apresentaram uma maior
predominancia a direita da atividade do CPF, o que 0s autores apontam como um
possivel marcador para possiveis patologias como a depresséo (Christou et al.,
2016). Birsmark et al. (2010) também observaram que os individuos homozigotos
(GG) para o polimorfismo -1019C/G do gene do receptor 1A de 5SHT(HTR1A) tinham
atividade frontal do hemisfério direito relativamente maior no CPFVL e CPFA, o que
também argumentam ser um fator predisponente para psicopatologias. Em
associacdo com nossos resultados, os individuos L-MAOA apresentaram maior
atividade do hemisfério direito do CPA. Além disso, os alelos MAOA-VNRT de baixa
expressao sédo conhecidos como de risco para diferentes psicopatologias tais como
depressdo, comportamento antissocial, agressividade e dependéncia de drogas
(Saify e Saadat, 2015; Samochowiec et al.,, 2015). De tal modo, além das
recorrentes andlise da assimetria em repouso, a andlise da assimetria durante
tarefa de estimativa de tempo poderia fornecer uma nova fonte para andlise da
associacdo de mudancas na lateralidade do CPF com alelos de risco para estudo
e intervencdo em psicopatologias. Tais abordagens sdo ainda mais importantes
porque desvios de especializacdo hemisférica tém sido associados a uma
variedade de doencas e fendmenos diferentes, tais como deficiéncia de leitura, a
esquizofrenia, a gagueira, diferencas entre sexos na habilidade espacial, autismo
infantil e dificuldades no desenvolvimento da linguagem (Badzakova-Trajkov,
Corballis e Haberling, 2015). Além disso, acredita-se que as diferencas individuais
na assimetria do CPF sejam mais pronunciadas durante tarefas do que durante o
repouso (Keune et al., 2011). Com isso, sugerimos gue a tarefa de estimativa de
tempo dentro de tempos intermediarios pode se tornar uma medida sensivel para

detectar essas mudancas de padrdo entre individuos higidos e de risco.

O CPFVL apresentou maior predominancia da banda alfa a esquerda, ou
seja, com maior ativagao cortical do direito em relagéo ao esquerdo em comparagao
ao CPFA e CPFDL. O CPFVL direito € pensado para desempenhar um papel critico
na inibicdo motora (Walther et al., 2011). A natureza da coleta pode ter contribuido
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para tal fato, ja que é necessario controle motor para evitar movimentos durante a
coleta do sinal. Em 9s, a assimetria do CPFDL foi menor (mais préxima de 0) tanto
em comparacdo ao CPFVL quanto ao CPFA, o que indica que atividade inter-
hesmiférica diferiu menos no CPFDL em comparacao a outras areas. Intervalos de
tempo mais longos exigem mais da cognicdo e memoria de trabalho (Tucci et al.,
2014), a qual esta mais relacionada ao CPFL direito, enquanto o CPFDL esquerdo
esta mais envolvido com a percepcéo do tempo si (Ustiin, Kale e Cicek, 2017). De
tal modo, as duas regides podem ter se ativado de forma parecida, deixando a

assimetria menos evidente em comparacao as outras areas em 9s.
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6. Conclusao

Por ser a principal enzima de degradacédo de 5-HT, a MAOA tem um efeito
pleiotrépico sobre diferentes redes neurais e fenotipos cognitivos associados. 1sso
a torna um candidato em potencial para avaliar o papel de 5-HT em diferentes
comportamentos e no funcionamento cerebral. Por meio de tal analise, pudemos
constatar que os alelos MAOA-VNTR de baixa ou alta expressao podem modular a
forma como os individuos percebem diferentes intervalos. Além disso, pudemos
observar como a especializacdo hemisférica durante a percepcéo temporal pode
sofrer mudancas de acordo com o genétipo. Tal associacdo do polimorfismo
MAOA-VNTR com a mudanca da assimetria do CPF é ainda mais importante em
virtude da associa¢do cada vez maior de alteracfes nos padrbes de lateralidade
funcional do CPF com risco de desenvolver patologias, o que pode fornecer uma
andlise em potencial para futuros estudos. Além disso, entender como o
processamento temporal pode ser modulado por fatores hereditarios ligados a
transmissao serotoninérgica contribui cada vez mais para o entendimento da
participacdo do 5-HT no reldgio interno e envolvimento com alteraces anormais
na percepcao do tempo. No entanto, ainda existem muitas lacunas a serem
preenchidas na forma de como marcadores genéticos possam contribuir ainda mais

para esse entendimento.
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APENDICE 1

MINISTERIO DA EDUCACAO E CULTURA — MEC
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI — UFPI
CAMPUS MINISTRO REIS VELLOSO
Laboratério de Genética e Biologia Molecular

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado senhor (a),

Convidamos vocé a participar voluntariamente de nossa pesquisa, respondendo as escalas de
avaliacdo psicologica, fazendo atividade de avaliagdo da percepcdo temporal associada ao
mapeamento cerebral por eletroencefalografia e disponibilizando uma amostra de material de origem
biologica (sangue periférico) para a pesquisa “Marcadores genéticos associados a percepgao
temporal”, realizada na Universidade Federal do Piaui (UFPI). Apds ser esclarecido(a) sobre as
informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que
estad 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. Leia atentamente sobre as considera¢fes do trabalho e
assine no final caso seja sua vontade participar:

Declaracdo de Idade: Eu declaro que tenho mais que 18 anos e que participarei por livre vontade
do projeto de pesquisa intitulado* Marcadores genéticos associados & percepc¢do do tempo”.

Objetivo: Eu entendo que a pesquisa tem como finalidade avaliar se o desempenho na percepcéao
temporal tem relagdo com polimorfismos genéticos. Uma amostra de sangue minha serd obtida
através da puncéo 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 percepgdo temporal em frente ao computador, enquanto minha atividade
elétrica cerebral serd avaliada através de uma técnica ndo invasiva e indolor chamada
eletroencefalografia. Também responderei questionarios relacionados a escalas de variaveis
psicoldgicas (ansiedade, depressao, memoria, nivel de atencao e hiperatividade).

Participacdo no estudo: Para participar deste estudo afirmo que tenho idade entre 20 e 30 anos, ndo
fiz uso de produtos com cafeina hd mais de 02 horas e ndo estou utilizando medicamentos
controlados. N&o terei custo ao participar deste projeto, como também ndo receberei pagamento ou
qualquer gratificacdo financeira. Caso eu me sinta lesado(a), poderei pleitear, junto aos 6rgdos
competentes, indenizacdo, que sera concedida por determinagdo legal, caso seja comprovado a
ocorréncia de eventuais danos decorrentes da minha participacdo neste projeto. Minhas informagdes
pessoais serdo mantidas em sigilo, sendo minha identidade preservada.

Detalhamento da técnica: Entendo que a pungdo venosa é uma técnica que utiliza seringa para obter
uma pequena amostra de sangue. Ela é realizada de forma asséptica, para evitar infeccdo. Apesar de
causar incomodo 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 com o intuito de registrar a atividade elétrica cerebral. A
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tarefa de percepgdo temporal, que 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 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 Universitario Ministro Reis Velloso
(UFPI-CMRYV), mediante os 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, 0 que serd evitado através da experiéncia
dos profissionais. A coleta também pode causar incdmodo local ap6s o procedimento e raramente
pode causar inflamac&o e infeccao, o que sera evitado utilizando técnicas de assepsia da regido antes
da obtengdo do sangue. Neste contexto, entendo que através da captagdo 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 55 minutos, 0 que
podera causar incomodo devido ao tempo na posi¢do sentado. Para evitar esses efeitos eu poderei
interromper a coleta de dados em qualquer momento que apresente dor devido a postura continuada.
Poderei me incomodar com as perguntas referentes as variaveis psicoldgicas, porém estou ciente que
os profissionais que as executam estdo treinados e manterdo a confidencialidade. Caso ocorra
qualquer alteracdo fisiologica durante a pesquisa, serei encaminhado(a) pelo pesquisador para
acompanhamento médico. Além disso, o pesquisador 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 elucidada, que é referente as diferencas inter-individuais da
percepcdo temporal. De tal modo, poderei contribuir para o entendimento de como funciona esse
mecanismo, 0 que podera ajudar pessoas que possuem essa percepcao alterada em muitas doencas,
contribuindo para seu entendimento e delineamento de novas abordagens terapéuticas no futuro.

Liberdade para interromper a participacdo: Sou livre para desautorizar o uso da minha amostra
bioldgica, dos dados eletroencefalograficos e das informacdes obtidas em escalas psicologicas a
qualquer momento, sem qualquer prejuizo ou penalizacdo 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 dividas quanto aos seus direitos como voluntario de
pesquisa, entre em contato com o CEP-UFPI, em Parnaiba-Pl, que é o 6rgdo responsavel por garantir
0s cuidados éticos das pesquisas realizadas com o seu material:

Comité de Etica em Pesquisa — UFPI — Parnaiba
Campus Universitario Ministro Reis Velloso
Av. Sdo 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
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Diante destas informacdes, declaro meu consentimento livre para ceder o material de origem
biologica e outras informagdes para a pesquisa “Marcadores genéticos associados a percepgao
temporal”.

Parnaiba-PlI, de de 20

Nome da voluntério(a):
RG/CPF: Tel: () -

ASSINATURAS

Voluntéria Responsavel pelo Projeto



ANEXO 1
INVENTARIO DE EDINBURGH

Nome: Formulario:
Idade: Sexo:
Data: Resultado: ( ).

Checado por:
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PERGUNTAS E

PRIMEIRA PARTE

Que m3o voceé usa:

1- Paralangar?

2 - Paraescrever?

3 - Paradesenhar?

4 - Para jogar ténis ou pingue-pongue?

5- Parausar atesoura?
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6 - Para usar o barbeador ou passar batom?

7 - Parase pentear?

8 - Para escovar os dentes?

9 - Parausar 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 mdo vocé segura uma faca para comer, ao mesmo
tempo que o garfo?

14 - Se vocé tiver duas malas, com que mao segura a mais
pesada?

15 - Ao varrer, qual a m3o 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?
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18 - Com que mao vocé segura o fésforo para acendé-lo?

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

20 - Com que mao 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).




